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INTRODUCTION 
 
Ce travail de thèse a porté sur l’étude du rôle de la voie micro-ARN dans la biologie des cellules 
tumorales. Les micro-ARNs (miRNAs) sont des ARNs de 20-22 nucléotides, transcrits à partir du 
génome, qui régulent l’expression de protéines cibles en s’appariant de manière spécifique aux 
ARN messagers, inhibant ainsi leur traduction ou entrainant leur dégradation. Pour aborder 
l’hypothèse de départ de cette thèse, à savoir que certaines cellules cancéreuses dépendent de 
miRNAs pour survivre ou proliférer, nous avons choisi une approche d’inhibition globale de la 
biogenèse des miRNAs et la complémentation du ou des phénotype(s) observés par l’expression 
de miRNAs individuels.  Pour comprendre les enjeux de cette problématique et le choix de cette 
démarche expérimentale, il est nécessaire de connaître la voie miRNA en général et les liens qui 
existent entre miRNAs et tumorigenèse. C’est pourquoi cette introduction exposera dans une 
première partie les connaissances actuelles sur la voie miRNA : ce qu’est l’interférence ARN, les 
étapes de la biogenèse des miRNAs, les modes de répression des ARNm cibles et les fonctions 
biologiques des miRNAs. Une deuxième partie abordera les liens qui existent entre miRNAs et 
cancer, nous amenant à la problématique de cette thèse.  
 
I. La voie micro-ARN 
I.1 L’interférence ARN 
I.1.1 Origines et découverte de l’interférence ARN 
 
En 1990, le premier phénomène de type Interférence ARN est découvert par hasard chez le 
pétunia par l’équipe de Richard Jorgensen. En introduisant des copies supplémentaires du gène 
de la chalcone synthase (CHS), celui-ci pensait renforcer la couleur violette des pétunias. Or, les 
fleurs obtenues se sont avérées au contraire blanches ou partiellement blanches et le niveau 
d’ARNm de la CHS cinquante fois inférieur aux fleurs sauvages. Ce mécanisme, encore incompris, 
est alors appelé « co-suppression » puisque les deux copies du gène (endogène et transgène) 
semblent interagir de manière négative en se « co-supprimant » (Napoli et al., 1990). En 1995, 
Guo et Kemphues injectent un ARN antisens à l’ARNm de par-1 dans les gonades du ver C. 
elegans, l’ARN antisens étant supposé s’hybrider à l’ARNm et inhiber ainsi l’expression du gène 
dans la descendance. De manière surprenante, le contrôle effectué avec l’ARN sens de par-1 
donne des résultats similaires, mimant le phénotype d’un mutant par-1 (Guo and Kemphues, 
1995).  
 
  14 
C’est en 1998 qu’une explication à ces résultats étranges est apportée par la publication des 
travaux d’Andrew Fire et Craig Mello qui décrivent pour la première fois le mécanisme 
d’interférence ARN (RNAi) chez le nématode C. elegans. Leurs résultats montrent que 
l’expression de gènes endogènes est inhibée de manière spécifique et très efficace par l’injection 
d’ARN double brin (ARNdb) homologue au gène visé, tandis que l’ARN sens ou l’ARN antisens 
seuls sont relativement inefficaces (Fire et al., 1998). Peu de temps après, il est montré que le 
mécanisme de RNAi est également fonctionnel chez la drosophile où de l’ARNdb est utilisé de 
manière efficace sur des embryons pour inactiver des gènes et mimer des phénotypes mutants 
(Kennerdell and Carthew, 1998). Les résultats obtenus par Guo et Kemphues étaient en fait dus 
à une faible contamination des préparations d’ARNs par de l’ARNdb, liée à l’activité non 
spécifique des ARN polymérases utilisées produisant une petite quantité d’ARN antisens. De 
même, les résultats de Jorgensen sur le pétunia étaient dus à une faible transcription de l’ARN 
antisens pouvant former un ARNdb avec l’ARN sens. Andrew Fire et Craig Mello furent 
récompensés en 2006 par le Prix Nobel de physiologie et de médecine pour leurs travaux ayant 
permis la découverte de la RNAi. 
I.1.2 Identification des siRNAs, intermédiaires de l’interférence ARN 
 
L’utilisation d’un système in vitro basé sur des extraits cellulaires de cellules de drosophile 
permet à deux laboratoires de mettre en évidence des intermédiaires ARN de petite taille  
(21-25 nt) responsables du mécanisme de RNAi. Hammond et al. mettent ainsi en évidence, dans 
les extraits cellulaires préalablement transfectés avec un ARNdb, une activité nucléase, 
responsable de la dégradation de l’ARNm homologue ciblé. Cette activité nucléase est nommée 
RISC pour « RNA-induced silencing complex », et le fractionnement des extraits cellulaires 
permet de montrer que cette activité RISC co-purifie avec des petits ARNs de 25 nt 
correspondant à des fragments sens et antisens de l’ARNm ciblé (Hammond et al., 2000). 
Egalement à l’aide de ce système in vitro, Zamore et al. montrent quant à eux que l’ARNdb est 
clivé en petits fragments de 21-23 nt même en absence de l’ARNm ciblé. Ils montrent aussi que 
l’ARNm cible est clivé dans la région correspondant à l’ARNdb, et tous les 21-23 nt environ, 
suggérant que les ARNs de 21-23 nt sont les intermédiaires guidant ce clivage (Zamore et al., 
2000). Une étape supplémentaire est franchie lorsque Elbashir et al. montrent que des 
fragments synthétiques d’ARNdb de 21-22 nt, avec des extrémités 3’ sortantes de 2 nt, sont 
suffisants pour éteindre de manière spécifique de la séquence l’expression d’un gène rapporteur 
de la luciférase dans ce modèle in vitro. Ils confirment ainsi que ces petits ARNdb sont les 
intermédiaires de la RNAi et les nomment siRNAs pour « short interfering RNAs ». Leurs 
résultats montrent aussi que l’ARNm cible est clivé à peu près au centre de la région 
complémentaire au siRNA (Elbashir et al., 2001b). 
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A cette période, seules de rares études ont montré la possibilité d’éteindre des gènes par RNAi 
chez les mammifères, et uniquement dans l’oocyte et l’embryon précoce de souris, les cellules ES 
de souris indifférenciées et la lignée de carcinome embryonnaire P19 (Svoboda et al., 2000; 
Wianny and Zernicka-Goetz, 2000; Yang et al., 2001; Paddison et al., 2002). Par ailleurs, des 
difficultés sont rencontrées par d’autres équipes tentant d’appliquer la RNAi aux cellules de 
mammifères (Caplen et al., 2000; Ui-Tei et al., 2000). Ceci est lié au fait qu’à des stades plus 
avancés de développement, les cellules de mammifères déclenchent normalement une réponse 
de défense antivirale non spécifique appelée « réponse interféron » lorsque des ARNdb de plus 
de 30 nt entrent dans la cellule (Minks et al., 1979; Manche et al., 1992). L’ARNdb active la 
protéine kinase dépendante de l’ARNdb (PKR) et la 2'-5'-oligoadenylate synthétase. La PKR 
phosphoryle le facteur d’initiation de la traduction eIF2α, déclenchant ainsi une inhibition 
globale de la traduction, tandis que la 2'-5'-oligoadenylate synthétase active indirectement la 
RNase L responsable de la dégradation non spécifique des ARNm (Baglioni et al., 1978; Clemens 
and Williams, 1978; Clemens, 1997). Lorsque cette réponse a lieu, si elle ne conduit pas à 
l’apoptose, elle masque le phénomène spécifique de RNAi par une inhibition globale et non 
spécifique de l’expression des protéines (Caplen et al., 2000). La découverte des siRNAs permet 
alors de montrer que, de par leur petite taille, ils sont capables d’éteindre spécifiquement 
l’expression de gènes exo- et endo-gènes dans des cellules de mammifères sans déclencher de 
« réponse interféron » (Elbashir et al., 2001a). Notons cependant que quelques études montrent 
par la suite que dans certains cas, les siRNAs sont capables de déclencher une « réponse 
interféron » entrainant des effets non spécifiques (Bridge et al., 2003; Reynolds et al., 2006). 
I.1.3 La voie siRNA 
 
L’enzyme responsable du clivage de l’ARN double brin en petits duplexs de 21-23 nt avec des 
extremités 3’ sortantes de 2 nt est une RNase de type III appelée Dicer (Bernstein et al., 2001) 
(Figures 1 et 4). La purification des complexes RISC dans des cellules HeLa  a permis de montrer 
que le brin antisens du siRNA réside dans le complexe RISC avec AGO1 et AGO2, des protéines de 
la famille Argonaute (Martinez et al., 2002). Il existe huit protéines de la famille Argonaute dans 
le génome humain, quatre de la sous-catégorie AGO (AGO1-4) et quatre de la sous-catégorie Piwi 
(Sasaki et al., 2003). Chez les mammifères, toutes les protéines de la sous-catégorie AGO sont 
capables de fixer les siRNAs, mais seule AGO2 possède l’activité catalytique de clivage de l’ARNm 
cible (Liu et al., 2004b; Meister et al., 2004) (Figure 1).  AGO2 sert également à activer le 
complexe RISC en clivant le brin sens ou brin « passager » pendant l’assemblage du complexe 
(Matranga et al., 2005; Rand et al., 2005) (Figure 1). Les fonctions de Dicer, des protéines AGO et 
du complexe RISC seront abordées plus en détails dans la partie I.2 Biogenèse des micro-ARNs. 
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Figure 1 : La voie siRNA. Les longs ARNdb sont clivés en siRNAs par la Rnase III Dicer au sein d’un 
complexe protéique contenant également TRBP et/ou PACT (détaillé dans la partie I.2 Biogenèse des 
micro-ARNs). Les siRNAs sont des petits ARNdb de 20-24 nt avec des groupements 3’-OH et 5-phosphate 
(PO4) et des extrémités 3’ sortantes de 2 nt. Le recrutement d’AGO2 ou sa présence préalable au sein du 
complexe Dicer-TRBP et/ou PACT, permet de former le complexe pre-RISC qui est activé par le clivage du 
brin « passager » par AGO2, initiant son élimination du complexe. Le complexe RISC activé s’associe à 
l’ARNm cible grâce à l’appariement du brin guide du siRNA au niveau de la séquence complémentaire de 
l’ARNm. AGO2 clive l’ARNm cible au centre de la région appariée entre le siRNA et l’ARNm. (Adapté de 
Davidson et McCray, 2011). 
 
  17 
I.1.4 Découverte des micro-ARNs 
 
Parallèlement à la découverte du mécanisme de RNAi, des recherches menées dans différents 
laboratoires sur des mutants du ver C. elegans ont permis de mettre en évidence l’existence de 
petits ARNs interférents endogènes, transcrits à partir du génome cellulaire : les micro-ARNs 
(miRNAs). Le premier miRNA, lin-4, a été décrit de manière concomitante par les équipes de 
Victor Ambros et Gary Ruvkun en 1993. Des cribles génétiques sur des mutants de C. elegans 
avaient déjà permis d’identifier les gènes lin-4 et lin-14 comme essentiels pour le contrôle 
temporel du développement post-embryonnaire de ce nématode (Chalfie et al., 1981; Ambros 
and Horvitz, 1984). Il existe en effet chez C. elegans quatre stades larvaires (L1 à L4) qui peuvent 
être caractérisés par l’état de division et de différentiation des cellules. Il a ainsi été montré que 
des mutations de lin-4 entrainaient des divisions cellulaires caractéristiques du stade L1 à des 
stades plus avancés de développement. Au contraire, des mutations de lin-14 entrainaient de 
manière prématurée des caractéristiques de stades larvaires plus avancés. Ruvkun et al. ont 
montré que lin-14 codait pour une protéine nucléaire dont la diminution graduelle d’expression 
à la fin du stade larvaire L1 initiait le passage au stade L2 (Ruvkun and Giusto, 1989). Les 
phénotypes opposés des mutants de lin-4 et lin-14 avaient déjà permis à Victor Ambros de 
proposer que lin-4 soit responsable de l’inhibition de lin-14 (Ambros, 1989). En 1993, son 
équipe montre que le gène lin-4 ne code pas pour une protéine mais pour deux transcrits de 
petites tailles (environ 61 et 22 nt), dont une partie de la séquence est partiellement 
complémentaire à des séquences contenues dans le 3’UTR (« Untranslated region » ou région on 
traduite) de l’ARNm de la protéine lin-14 (Lee et al., 1993). Au même moment, Whigtman et al. 
montrent que la région 3’UTR de lin-14 est suffisante à sa régulation par lin-4 au niveau post-
transcriptionnel (Wightman et al., 1993). Il est ensuite montré que c’est une interaction directe 
par un appariement partiel antisens du petit ARN lin-4 avec les séquences contenues dans le 
3’UTR de l’ARNm de lin-14 qui est responsable de l’inhibition de lin-14 au moment de la 
traduction , initiant ainsi le passage des stades larvaires L1 à L2 (Ha et al., 1996; Olsen and 
Ambros, 1999). Entre temps, il est montré que lin-4 inhibe de la même manière, via un élément 
de réponse contenu dans le 3’UTR, la protéine lin-28, responsable du passage des stades 
larvaires L2 à L3 (Moss et al., 1997). 
 
En 2000, l’équipe de Gary Ruvkun découvre un nouveau miRNA chez C. elegans. Il s’agit de let-7, 
responsable de l’inhibition de l’expression de la protéine lin-41, permettant cette fois la 
transition du stade larvaire L4 à l’âge adulte (Reinhart et al., 2000). Contrairement à lin-4, des 
homologues de let-7 sont rapidement découverts dans d’autres organismes, y compris les 
mammifères, et une structure conservée de type tige-boucle est prédite pour le transcrit 
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précurseur (Pasquinelli et al., 2000). Une structure similaire de type tige-boucle est prédite pour 
le précurseur de lin-4 et correspond à la forme plus grande de 61 nt que Lee et al. avaient 
détecté (Lee et al., 1993). En 2001, les groupes de Victor Ambros, David Bartel et Thomas Tuschl 
publient simultanément des études montrant l’existence de nombreux autres gènes, conservés 
du ver à l’humain, codant pour des petits ARNs comme lin-4 et let-7, qui sont alors appelés 
micro-ARNs (miRNAs) (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 2001) 
(Figure 2). On compte aujourd’hui plus de 1000 miRNAs humains identifiés, séquencés et 




























Figure 2 : Exemples de miRNAs et leurs structures secondaires chez C. elegans. Structures 
secondaires de type tige-boucle prédites par « RNAfold » pour les précurseurs de miRNAs matures 
(en rouge) clonés chez C. elegans en 2001. (A) miRNAs individuels : miR-84 (un miRNA de la même 
famille que let-7), miR-1, miR-56 et miR-56* (deux miRNAs clonés provenant des deux bras de la 
même structure tige-boucle) (B) Exemple d’un cluster de sept miRNAs, le cluster miR-35-41. 
(D’après Lau et al., 2001). 
A 
B 
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I.1.5 Origine et évolution des micro-ARNs 
 
Les miRNAs existent chez des organismes aussi éloignés que les plantes et les animaux mais 
leurs voies de biogenèse et les mécanismes par lesquels ils régulent leurs cibles sont très 
différents. De plus, aucune famille de miRNAs n’a été trouvée conservée entre les deux règnes, 
conduisant à l’hypothèse que les miRNAs des plantes et des animaux ont des origines 
indépendantes au cours de l’évolution (Jones-Rhoades et al., 2006). Ainsi, même si des avancées 
majeures sur la compréhension de la RNAi ont été obtenues par l’étude des miRNAs chez les 
plantes (Jones-Rhoades et al., 2006), ce manuscrit détaillera uniquement la voie miRNA chez les 
animaux, et plus particulièrement chez les mammifères. Comme let-7, de nombreux miRNAs 
sont conservés chez les animaux bilatériens (Prochnik et al., 2007). Par exemple, 55% des 
miRNAs de C. elegans ont des miRNAs homologues dans le génome humain, indiquant leur rôle 
important au cours de l’évolution animale (Ibanez-Ventoso et al., 2008). En revanche, il n’y a pas 
de miRNAs chez les organismes unicellulaires, qu’il s’agisse des bactéries ou des levures. 
Quelques miRNAs ont été trouvés chez des organismes métazoaires ancêtres des bilatériens : 
environ 40 chez l’anémone de mer Nematistella vectensis et 8 chez la démosponge Amphimedon 
queenslandica (Grimson et al., 2008). Leur nombre est beaucoup moins important que chez les 
organismes métazoaires plus complexes. Or, la complexité des organismes corrèle avec la 
portion d’ADN génomique dit « non-codant », c’est-à-dire ne codant pas pour des protéines 
(introns et régions dites intergeniques), qui atteint presque 98,5% dans le génome humain 
(Mattick, 2004). Pourtant, une grande partie du génome dit « non-codant » est conservée d’une 
part (Shabalina et al., 2001; Thomas et al., 2003), et transcrite d’autre part (Okazaki et al., 2002; 
Carninci et al., 2005; Cheng et al., 2005), suggérant un rôle fonctionnel de ces ARNs « non-
codant ». La découverte des miRNAs et de leur rôle comme régulateurs de l’expression du 
génome a ainsi remis en question le dogme central de gènes fonctionnels codant nécessairement 
pour des protéines. Elle a ouvert la voie à l’étude plus étendue des ARNs « non-codant » ayant 
une fonction de régulation (endo-siARNs, piwi-ARNs, long ARNs non codant…), qui semblent 
avoir été nécessaires au cours de l’évolution à l’apparition d’organismes de plus en plus 
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I.2 Biogenèse des micro-ARNs 
I.2.1 Organisation génomique et transcription 
I.2.1.1 Organisation génomique 
 
Les miRNAs sont codés dans le génome au sein d’unités transcriptionnelles codant ou non pour 
des protéines (Figure 3). Dans la mesure où un gène ne codant pas pour une protéine peut en 
fait « coder » pour un miRNA, nous appelerons P-codant les gènes codant pour une protéine, et 
R-codant les gènes codant pour des miRNAs. Environ 50% des miRNAs humains appartiennent à 
des unités transcriptionnelles déjà connues et annotées du génome, et sont principalement 
trouvés dans les introns de ces gènes (Rodriguez et al., 2004; Saini et al., 2007; Griffiths-Jones et 
al., 2008). L’étude de Rodriguez et al. , ne portant que sur les 232 miRNAs de mammifères 
connus  en 2004 , indiquait que 40% des miRNAs étaient contenus dans les introns de gènes P-
codant et 10% dans les introns de longs ARNs « non-codants » déjà connus (Rodriguez et al., 
2004). Bien qu’il n’y ait pas de statistique claire sur la répartition des miRNAs entre gènes P-
codant et R-codant, on peut considérer que les 50 % de miRNAs dits « intergeniques » (parce 
qu’ils n’étaient pas codés dans des unités transcriptionnelles déjà connues) sont également 
codés dans de longs transcrits R-codant (voir paragraphe suivant), ce qui amène grossièrement 
à environ 60%  des miRNAs dans des gènes R-codant et environ 40% dans des gènes P-codant. 
Quelques miRNAs sont présents dans des exons mais il s’agit alors principalement de gènes R-
codant. Il est intéressant de noter par exemple qu’une structure de type tige-boucle avait été 
identifiée comme seul élément conservé dans l’ARN « non-codant » BIC et ainsi supposée 
constituer l’élément fonctionnel de ce gène (Tam, 2001). On sait aujourd’hui qu’il s’agit du 
miRNA miR-155 (Figure 3). Enfin il existe de très rares cas (deux dans l’étude de Rodriguez et al. 
de 2004) de miRNAs codés dans un exon de gène P-codant, comme miR-198 dans le 3’UTR de 
l’ARNm de FSTL1 (Figure 3). Par ailleurs, environ un tiers des miRNAs chez les mammifères sont 
regroupés en « clusters » et transcrits en un seul pri-miRNA (transcrit primaire du/des 
miRNA(s)) polycistronique (Figure 3) (Lee et al., 2002; Lee et al., 2004a). Les pri-miRNAs 
présentent localement des structures secondaires de type tige-boucle qui constituent les futurs 


































Les miRNAs appartenant à des gènes P-codant sont généralement présents dans les introns du 
gène. La majorité de ces miRNAs introniques seraient co-transcrits avec leur gène hôte. Cette 
hypothèse est confirmée par la fréquente corrélation entre l’expression des miRNAs introniques 
et celle de leur gène hôte (Rodriguez et al., 2004; Baskerville and Bartel, 2005), ainsi que par des 
évidences expérimentales montrant la possibilité de produire des miRNAs matures introniques 
à partir de l’expression du gène hôte (Kim and Kim, 2007; Morlando et al., 2008). Cependant, 
plusieurs études comprenant des analyses de la position des nucléosomes, des analyses 
bioinformatiques de marqueurs des promoteurs, des immunoprécipitations de chromatine 
associée à l’ARN polymérase II (et/ou ARN polymérase III), ainsi que des validations 
fonctionnelles de certains promoteurs identifiés, montrent qu’environ 30% des miRNAs 
introniques peuvent être transcrits à partir d’un promoteur indépendant du gène hôte (Ozsolak 
et al., 2008; Corcoran et al., 2009; Monteys et al., 2010). Certains miRNAs pourraient d’ailleurs 
Figure 3 : Organisation génomique des pri-miRNAs. Les miARNs sont codés dans des introns 
(majorité) ou des exons (minorité) d’unités transcriptionnelles codant (P-codant) ou ne codant pas pour 
des protéines (R-codant). (A) Le cluster miR-15a~16-1 est codé dans un intron du long ARN R-codant 
appelé DLEU2 (« deleted in lymphocytic leukemia 2 »). (B) Le cluster miR-106b~93~25 est intégré dans 
un intron du gène P-codant MCM7 (« minichromosome maintenance deficient 7 »). (C) Le précurseur de 
miR-155 se trouve dans un exon d’un ARN R-codant, préalablement connu sous le nom de BIC (« B-cell 
integration cluster»). (D) Le précurseur de miR-198 est codé dans un exon, plus précisément le 3’UTR du 
gène P-codant FSTL1 (« follistatin-like 1 »). Les précurseurs des miRNAs de structure secondaire tige-
boucle sont représentés en rouge au sein des unités transcriptionnelles. Les régions codant pour des 
protéines apparaissent en bleu.  (D’après Du et Zamore, 2005 ; Kim et al., 2009). 
A) miR-15a~16-1 dans un intron de l’ARN R-codant DLEU2
B) miR-106b~93-25 dans un intron du pre-ARNm (P-codant) MCM7






(rares) D) miR-198 dans le 3’UTR du pre-ARNm (P-codant) de FSTL1
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être transcrits à la fois à partir de leur promoteur indépendant et à partir du promoteur du gène 
hôte. 
 
Les miRNAs contenus dans des unités transcriptionnelles R-codantes sont transcrits comme les 
ARNm par l’ARN polymérase II en un long transcrit primaire mesurant plusieurs kilobases, 
possédant une coiffe m7G en 5’, polyadénylé et appelé pri-miRNA (Cai et al., 2004; Lee et al., 
2004a; Gu et al., 2006; Saini et al., 2007). Il a été proposé que certains miRNAs associés à des 
répétitions Alu, tels que ceux du mégacluster C19MC sur le chromosome 19, puissent être 
transcrits par l’ARN polymérase III (Borchert et al., 2006). De plus, les études récentes ayant 
identifié de nouveaux promoteurs de miRNAs introniques indiquent que 5% d’entre eux portent 
des marques de promoteurs dépendants de l’ARN polymérase III et que certains de ces 
promoteurs sont effectivement occupés par celle-ci (Monteys et al., 2010; Ozsolak et al., 2008). 
Cependant, les résultats de Bortolin-Cavaillé et al. en 2009 remettent en question la 
transcription du mégacluster de miRNAs C19MC par l’ARN polymérase III et indiquent qu’ils 
sont bien transcrits par l’ARN polymérase II sous la forme d’un long transcrit non codant 
(Bortolin-Cavaille et al., 2009). La grande majorité des pri-miRNAs semble donc être transcrite 
par l’ARN polymérase II et porte les marques associées à ce mode de transcription (coiffe en 5’, 
polyadénylation) mais la possibilité que certains miRNAs soient transcrits par l’ARN polymérase 
III ne peut être exclue. Si la grande majorité des miRNAs matures sont aujourd’hui identifiés et 
annotés dans le génome, la compréhension de leur organisation génomique (comme la 
localisation exacte de leurs promoteurs) et de leurs mécanismes de transcription reste encore 
incomplète. 
I.2.2 Maturation dans le noyau et export dans le cytosplasme 
I.2.2.1 Voie canonique : clivage du pri-miRNA par le microprocesseur 
 
Le pri-miRNA généré dans le noyau est clivé localement pour libérer des structures tige-boucle 
d’environ 70 nt qui constituent les pre-miRNAs (Lee et al., 2002). Ce clivage est réalisé par 
Drosha, une RNase de type III (Lee et al., 2003) (Figure 4), au sein d’un complexe nucléaire 
appelé microprocesseur. Drosha interagit au sein de ce complexe avec une protéine partenaire 
de liaison à l’ARNdb appelée DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8) (Pasha chez les 
invertébrés) (Denli et al., 2004; Gregory et al., 2004; Han et al., 2004; Landthaler et al., 2004). 
Les protéines Drosha ou DGCR8 recombinantes ne sont pas capables de cliver seules un pri-
miRNA tandis que les deux protéines ensemble présentent l’activité catalytique de maturation 
du pri-miRNA (Gregory et al., 2004; Han et al., 2004).  





















Le clivage du pri-miRNA par le microprocesseur est une étape critique dans la biogenèse des 
miRNAs puisqu’elle détermine une des extrémités finales du duplex miRNA. Puisqu’il n’existe 
pas de séquences conservées communes aux pri-miRNAs, ce sont des éléments structuraux qui 
permettent leur reconnaissance par le microprocesseur. Le pri-miRNA est caractérisé par une 
tige d’ARNdb d’environ 30 nt présentant des mésappariements, une boucle, et des fragments 
d’ARN simple brin de part et d’autre de cette structure tige-boucle (Figure 5). DGCR8, mais pas 
Drosha, interagit directement et spécifiquement avec les pri-miRNAs (Han et al., 2006; Yeom et 
al., 2006).  Les travaux réalisés par Han et al. montrent que DGCR8 reconnaît la jonction entre les 
fragments d’ARN simple brin en 5’ et 3’ et l’ARNdb de la tige, et que cette jonction est 
indispensable à la reconnaissance de la structure tige-boucle et à son clivage (Figure 5). Ce 
modèle est cohérent avec des résultats préalables obtenus à partir de tentatives d’expression 
ectopique de miRNAs à partir d’un promoteur de l’ARN polymérase III dans des cellules 
transfectées, montrant que des séquences additionnelles de 40 nt minimum de part et d’autre de 
la structure tige-boucle du pre-miRNA sont nécessaires à sa maturation (Chen et al., 2004). Le 
modèle de Han et al. conforte également les résultats obtenus à partir d’expériences de 
maturation in vitro de substrats de type pri-miRNAs radiomarqués, de différentes tailles et 
Figure 4 : La famille des RNases III. Les RNases III sont des enzymes qui reconnaissent et clivent 
spécifiquement l’ARNdb. Le clivage par une RNase III produit une structure terminale caractéristique 
au niveau de l’ARNdb, à savoir un groupement 5’-phosphate et 2 nucléotides qui dépassent en 3’. Elles 
sont classées en trois familles en fonction de leurs domaines. Les RNases III de classe I sont trouvées 
chez la bactérie et la levure et contiennent uniquement un domaine RNase III et un domaine de liaison 
à l’ARNdb (dsRBD). Drosha fait partie des RNases de classe II qui possèdent deux domaines RNase III (a 
et b) et un dsRBD. Des homologues de Drosha sont retrouvés uniquement chez les animaux. Les RNases 
III de classe III comprennent Dicer et ses homologues conservés chez S. pombe, les plantes et les 
animaux. Elles contiennent deux domaines RNase III (a et b), un dsRBD, un domaine hélicase en N-
terminal, un petit domaine DUF283 de fonction inconnue et un domaine PAZ qui est retrouvé 
également chez les protéines Argonautes et qui est responsable de la fixation à l’extrémité de l’ARNdb. 
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structures, montrant que le clivage du pri-miRNA par Drosha nécessite la présence de fragments 
d’ARN simple brin non structurés de part et d’autre de la structure tige-boucle (Zeng and Cullen, 
2005). La fixation de DGCR8 au niveau de la jonction simple brin-double brin permettrait au 
domaine de liaison à l’ARNdb (dsRBD, pour « double-stranded RNA binding domain ») de Drosha 
d’interagir transitoirement avec la tige, et positionnerait le centre catalytique de l’enzyme 
(constitué des deux domaines RNase IIIa et IIIb) de manière à ce qu’elle clive le duplex d’ARN   
11 pb après la jonction (Han et al., 2006) (Figure 5). La jonction tige-boucle peut éventuellement 
être reconnue par DGCR8 comme jonction simple brin-double brin. En effet, lorsque la boucle et 
les fragments simple brin d’un pri-miRNA donné sont changés de côté, le pre-miRNA généré 
provient toujours du site de clivage original (Han et al., 2006). Toutefois, deux éléments 
structuraux sont supposés défavoriser la maturation provenant de la fixation de DGCR8 à la 
jonction tige-boucle à la faveur de la maturation correcte provenant de la fixation à la jonction 
fragments simple brin-tige (Figure 5). Premièrement, DGCR8 reconnaitrait de manière 
préférentielle la jonction entre la tige double brin et les fragments simple brin flexibles en 5’ et 
3’, plutôt que la jonction entre la tige double brin et la boucle plus rigide. Deuxièmement, en cas 
de fixation à la jonction tige-boucle, des mésappariements ou des paires de base faiblement 
appariées dans la tige limiteraient la possibilité de clivage par Drosha à cet endroit inapproprié. 
 
DGCR8 est une protéine qui possède un domaine WW central et deux dsRBD en C-terminal. Les 
deux dsRBD sont nécessaires à la fixation aux pri-miRNAs et le domaine de liaison à Drosha se 
situe également en C-terminal. Une région minimale C-terminale contenant le domaine de liaison 
à Drosha et les deux dsRBDs est suffisante pour maturer des pri-miRNAs en pre-miRNAs in vitro. 
En revanche, la région N-terminale de DGCR8 est nécessaire à sa localisation nucléaire (Yeom et 
al., 2006). Afin de mieux comprendre la spécificité de DGCR8 pour les pri-miRNAs, différentes 
études structurales et biochimiques portant sur des régions de la protéine contenant les dsRBD 
ou simplement dépourvue de la région N-terminale ont proposé des modèles coopératifs de 
liaison de DGCR8 au pri-miRNA, tels que : une molécule de DGCR8 qui se lierait via ses deux 
dsRBD à un seul pri-miRNA, ou la liaison coopérative de deux DGCR8 à deux pri-miRNAs (Sohn 
et al., 2007), ou encore la formation coopérative d’un trimère de dimères de DGCR8 sur un pri-
miRNA (Faller et al., 2010).  
 




























I.2.2.2 Régulation de l’activité du microprocesseur 
 
S’il a été montré que Drosha et DGCR8 constituent les éléments nécessaires et suffisants à la 
maturation des pri-miRNAs, plusieurs complexes de différentes tailles contenant Drosha ont été 
purifiés et différents facteurs auxiliaires associés à Drosha et DGCR8 pourraient permettre de 
réguler l’activité du complexe ou de l’orienter vers certains pri-miRNAs spécifiques (Gregory et 
al., 2004; Shiohama et al., 2007). Par exemple, les ARN hélicases p68 (DDX5) et p72 (DDX17) 
joueraient un rôle de facteurs auxiliaires en favorisant la sélection et la maturation de certains 
pri-miRNAs spécifiques (Fukuda et al., 2007).  
 
Figure 5 : Clivage du pri-miRNA par le microprocesseur. Les caractéristiques structurales des pri-
miRNAs favorisent leur maturation correcte en pre-miRNAs par le complexe Drosha-DGCR8 
(microprocesseur). DGCR8 se lierait de manière préférentielle à la jonction entre la tige double brin et 
les fragments flexibles simple brin en 5’ et 3’, plutôt qu’à la jonction entre la tige double brin et la boucle 
plus rigide. La fixation de DGCR8 positionne le centre catalytique de Drosha 11 pb après la jonction 
simple brin-double brin, où celle-ci réalise le clivage asymétrique de l’ARNdb de la tige pour libérer un 
pre-miRNA d’environ 60-70 nt avec une extrémité 3’ sortante de 2 nt. La liaison de DGCR8 à la jonction 
tige-boucle positionne Drosha de manière inappropriée. Des mésappariements ou des paires de base 
faiblement appariées localisées à cet endroit limiteraient le clivage par Drosha, réduisant ainsi la 
production de pre-miRNAs incorrects. (D’après Seitz et Zamore, 2006; Han et al., 2006). 
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Par ailleurs, d’autres facteurs capables de moduler la maturation de certains pri-miRNAs par le 
microprocesseur ont été identifiés. Davis et al. ont mis en évidence un mécanisme favorisant la 
maturation de certains pri-miRNAs, dont pri-miR-21 et pri-miR-199a, lors du traitement de 
cellules du muscle lisse pulmonaire avec du TGFβ (« transforming growth factor β ») ou des 
protéines BMP (« Bone morphogenic protein »). Les protéines SMAD, responsables de la 
transduction du signal de la voie TGFβ, reconnaissent un motif (5’-CAGAC-3’) présent dans la 
tige de certains pri-miRNAs et recrutent ainsi le microprocesseur, y compris p68, pour maturer 
spécifiquement ces pri-miRNAs (Davis et al., 2008; Davis et al., 2010). Une autre étude montre 
que la protéine suppresseur de tumeur p53, induite en réponse à un dommage à l’ADN, est 
capable de s’associer au microprocesseur d’une manière dépendante de p68 et p72, et favorise 
ainsi la maturation de certains pri-miRNAs spécifiques (Suzuki et al., 2009). La protéine de 
liaison à l’ARN hnRNPA1 (« heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 ») reconnaît 
spécifiquement une région de la boucle de pri-mir-18a et facilite ainsi le clivage par Drosha, en 
induisant un relâchement au niveau de la structure de la tige (Michlewski et al., 2008). La 
protéine de régulation de l’épissage KSRP (« KH-type splicing regulatory protein ») facilite aussi 
spécifiquement la maturation par Drosha de quelques pri-miRNAs en reconnaissant des triplets 
« GGG » dans la région de la boucle (Trabucchi et al., 2009).  
 
D’autres facteurs sont capables au contraire de réguler négativement la maturation de certains 
pri-miRNAs par le microprocesseur. C’est le cas du complexe de facteurs nucléaires NF90-NF45 
qui est capable de se lier spécifiquement à certains pri-miRNAs, empêchant ainsi l’accès du 
microprocesseur (Sakamoto et al., 2009). Différents niveaux de régulation croisée existent entre 
let-7 et lin-28 (détaillé dans le paragraphe I.4.1), parmi lesquels lin-28 inhibe spécifiquement la 
maturation de pri-let-7 par le microprocesseur en se fixant au niveau de la boucle (Piskounova 
et al., 2008; Viswanathan et al., 2008; Newman and Hammond, 2010). Les enzymes ADARs 
(« Adenosine deaminase acting on RNA ») catalysent la conversion d’adénosines en inosines au 
sein de segments d’ARNdb. Des résidus adénosines de certains pri-miRNAs sont ainsi édités en 
inosines par des protéines ADARs (Blow et al., 2006). Ceci peut avoir pour conséquence une 
inhibition du clivage par Drosha (Yang et al., 2006; Kawahara et al., 2008), qui s’accompagne 
dans le cas de pri-miR-142 de sa dégradation par la ribonucléase Tudor-SN (Yang et al., 2006). 
Dans d’autres cas, cela peut au contraire favoriser la maturation par Drosha (Kawahara et al., 
2008). 
I.2.2.3 Auto-régulation croisée entre Drosha et DGCR8  
 
Un important mécanisme de régulation croisée entre Drosha et DGCR8 a été mis en évidence. 
Tout d’abord, DGCR8 stabilise Drosha grâce à leur interaction protéine-protéine (Han et al., 
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2009). En revanche, Drosha, au sein du complexe microprocesseur, régule négativement 
l’expression de DGCR8 en clivant une structure tige-boucle similaire à un pre-miRNA présente 
dans la région 5’UTR de l’ARNm de DGCR8 (Han et al., 2009; Kadener et al., 2009; Triboulet et al., 
2009). Cette auto-régulation croisée entre le microprocesseur et DGCR8 peut servir à maintenir 
un niveau d’activité constant du microprocesseur en évitant de fortes fluctuations d’expression.  
I.2.2.4 Un processus co-transcriptionnel 
 
Plusieurs études fournissent des évidences indiquant que le clivage des pri-miRNAs serait un 
processus co-transcriptionnel. En effet, des pri-miRNAs retenus artificiellement au niveau du 
site de transcription sont maturés en pre-miRNAs plus efficacement que des pri-miRNAs libérés 
dans le nucléoplasme, et réciproquement, les pri-miRNAs endogènes efficacement maturés sont 
associés majoritairement à la fraction chromatinienne du noyau (Pawlicki and Steitz, 2008). De 
plus, Drosha est retrouvée localisée spécifiquement au niveau des sites de transcription des pri-
miRNAs (« indépendants » et introniques) qui s’expriment, et ce d’une manière dépendante de la 
présence de transcrit comme le montre la diminution de Drosha au site de transcription après 
traitement à la RNase (Morlando et al., 2008). Enfin, les pri-miRNAs introniques seraient excisés 
par Drosha co-transcriptionnellement avant l’épissage du pre-ARNm hôte, et cette excision 
n’empêcherait pas la production de l’ARNm épissé à un taux normal (Kim and Kim, 2007; 
Morlando et al., 2008). S’il peut sembler contre-intuitif qu’un intron soit clivé par le 
microprocesseur avant l’épissage du gène hôte, il faut noter  qu’il a déjà été mis en évidence 
qu’un intron continu n’était pas nécessaire à l’épissage d’un pre-ARNm in vivo (Dye et al., 2006). 
Cependant, ces études ne démontrent pas formellement qu’un pri-miRNA intronique et un 
ARNm hôte épissé puissent provenir de la même molécule de pre-ARNm, et n’excluent pas que 
les deux processus sur un pre-ARNm donné soient en fait mutuellement exclusifs. 
I.2.2.5 Mirtrons 
 
Certains miRNAs codés dans de courts introns sont générés directement par épissage et ne 
nécessitent pas de clivage par le microprocesseur. Dans ce cas particulier, après épissage et 
débranchement de la forme lasso de l’intron, celui-ci forme directement une structure tige-
boucle de type pre-miRNA (Figure 7). Ces miRNAs particuliers découverts en premier lieu chez 
les invertébrés sont appelés « mirtrons » (Okamura et al., 2007; Ruby et al., 2007). Ils existent 
également chez les mammifères mais constituent un groupe relativement minoritaire : trois 
mirtrons conservés chez les mammifères et 16 mirtrons spécifiques des primates ont été 
identifiés, ainsi qu’une cinquantaine d’autres mirtrons candidats chez différentes espèces de 
mammifères (Berezikov et al., 2007).  
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I.2.2.6 Export dans le cytoplasme  
 
Les pre-miRNAs générés dans le noyau par clivage du microprocesseur ou par la voie 
« mirtrons » sont exportés activement dans le cytoplasme par l’exportine-5 (XPO5), une protéine 
de la famille des karyophérines β, responsables du transport de protéines ou d’autres cargos du 
noyau vers le cytoplasme au travers du complexe de pore nucléaire (Yi et al., 2003; Bohnsack et 
al., 2004; Lund et al., 2004) (Figure 7). La fixation de XPO5 au pre-miRNA est dépendante d’un 
co-facteur, la GTPase Ran sous sa forme GTP. L’hydrolyse de RanGTP en RanGDP dans le 
cytoplasme permet la dissociation du complexe et la libération du pre-miRNA. XPO5 reconnaît la 
partie double-brin du pre-miRNA ainsi que les 2 nt sortants en 3’ (Zeng and Cullen, 2004). De 
plus, la formation du complexe pre-miRNA/XPO5/RanGTP protège le pre-miRNA de la 
dégradation par des nucléases (Yi et al., 2003; Zeng and Cullen, 2004; Okada et al., 2009). 
I.2.3 Maturation du pre-miRNA et formation du complexe RISC 
I.2.3.1 Maturation du pre-miRNA  
 
Une fois exporté dans le cytoplasme, le pre-miRNA est clivé par une deuxième RNase III, Dicer 
(Hutvagner et al., 2001; Ketting et al., 2001) (Figures 4 et 7). Ce clivage génère un duplex 
miRNA-miRNA* d’environ 20 pb avec des extrémités 3’ sortantes de 2 nt de chaque côté, 
caractéristiques des clivages successifs par les RNases III Drosha et Dicer. Le duplex miRNA-
miRNA* correspond à la partie inférieure de la « tige » du pre-miRNA débarrassé de la boucle. 
Alors que chez D. melanogaster, il existe deux protéines Dicer, l’une responsable de la génération 
des siRNAs à partir d’ARNdb (Dicer-2) et l’autre responsable de la maturation des pre-miRNAs 
(Dicer-1) (Lee et al., 2004b), il n’existe qu’une seule protéine Dicer chez les mammifères. Le 
domaine PAZ (PIWI-Argonaute-Zwille) de Dicer (Figure 4) est retrouvé également dans les 
protéines Argonautes. D’après une étude structurale du domaine PAZ de AGO1 humaine 
complexé avec un petit duplex de type siRNA, ce domaine servirait à la reconnaissance des 
extrémités 3’ sortantes des duplexs d’ARNdb (Ma et al., 2004). Un modèle basé sur la structure 
d’une protéine Dicer « minimale » trouvée chez Giarda intestinalis a été proposé pour le clivage 
du pre-miRNA par Dicer à une distance précise. Le domaine PAZ associé à l’extrémité de l’ARNdb 
est séparé des 2 domaines RNAses III formant un dimère intramoléculaire par une hélice α 
(Zhang et al., 2004; Macrae et al., 2006). La distance qui sépare le domaine PAZ du site 
catalytique formé par les 2 domaines RNases III correspond à la longueur de ≈ 22 nt (25 nt pour 
Dicer de Giarda intestinalis) des duplexs de siRNA ou miRNA-miRNA* générés par Dicer 
(MacRae, 2006). Les brins 5’ et 3’ de la tige du pre-miRNA sont clivés respectivement par les 
domaines RNase IIIa et RNase IIIb au sein du site catalytique qu’ils constituent (Zhang et al., 
2004).  
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In vivo, Dicer interagit avec les protéines TRBP (TAR RNA-binding protein, également appelée 
TARBP2) et/ou PACT (Chendrimada et al., 2005; Lee et al., 2006). Ces deux protéines ont des 
structures similaires avec la présence de trois dsRBD. Ni TRBP ni PACT ne sont indispensables à 
l’activité catalytique de Dicer en soi, mais elles semblent stabiliser Dicer in vivo, et contribuer à 
la formation du complexe effecteur RISC (Chendrimada et al., 2005; Lee et al., 2006). 
Curieusement, TRBP était initialement connue comme une protéine régulant de manière 
négative la protéine kinase dépendante de l’ARNdb (PKR), intervenant dans la réponse 
interféron décrite précédemment, tandis que PACT est au contraire une protéine activatrice de 
PKR (Park et al., 1994; Patel and Sen, 1998; Gupta et al., 2003). Il semble donc exister un lien 
entre la voie RNAi/miRNA et la signalisation de PKR mais il n’est pas encore clairement établi.  
 
Dicer constitue donc le premier point commun entre la voie siRNA et la voie miRNA. L’un des 
deux brins du duplex miRNA-miRNA*, communément appelé le brin « guide » ou miRNA mature, 
est ensuite incorporé au sein d’un complexe RISC, rejoignant ainsi la voie RNAi (Hutvagner and 
Zamore, 2002). L’autre brin, miRNA* ou brin « passager » est exclu du complexe RISC et éliminé. 
C’est la stabilité thermodynamique relative des deux extrémités des duplexs de siRNAs et 
miRNAs qui semble déterminer la sélection de l’un des deux brins. Ainsi, le brin le plus 
faiblement apparié à son extrémité 5’ est majoritairement incorporé (Khvorova et al., 2003; 
Schwarz et al., 2003). Cependant, certains pre-miRNAs donnent des miRNAs matures provenant 
des deux brins à une fréquence comparable (parfois distingués dans ce cas par la notation miR-
x-3p (brin en 3’) et miR-x-5p (brin en 5’)), ou parfois non négligeable pour le brin miRNA* (Ro et 
al., 2007; Okamura et al., 2008; Kuchenbauer et al., 2011). La notation miRNA et miRNA* est 
établie à partir du ratio entre les nombres de séquençages obtenus pour les deux espèces 
respectives, le miRNA mature étant celui trouvé le plus abondamment (www.mirbase.org). 
Pourtant ce ratio varie fortement (entre 1 et plus de 100) en fonction du pre-miRNA, et varie 
également en fonction du tissu considéré pour certains pre-miRNAs, indiquant que le brin 
« passager » miRNA* est dans certains cas exprimé de manière significative (Ro et al., 2007; 
Biasiolo et al., 2011; Kuchenbauer et al., 2011). De plus, les miRNA* exprimés sont fonctionnels 
et peuvent aussi induire la répression de cibles in vivo (Ro et al., 2007; Okamura et al., 2008; 
Yang et al., 2011). 
I.2.3.2 Le(s) complexe(s) RISC 
 
RISC est en fait un terme générique pour une famille hétérogène de complexes moléculaires 
programmés pour éteindre l’expression de gènes cibles par divers mécanismes comme la 
dégradation de l’ARNm ou la répression de la traduction. Un complexe RISC est caractérisé par la 
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présence d’une protéine effectrice de la famille Argonaute (Figure 6) et d’un petit ARN (siRNA, 
miRNA entre autres) servant de guide en s’appariant à un ARN cible. De même que pour Dicer, il 
existe deux protéines Argonaute de la sous-famille AGO chez la drosophile, chacune dédiée 
préférentiellement à la voie siRNA (AGO2) ou miRNA (AGO1) (Okamura et al., 2004); et les 
termes siRISC et miRISC ont été employés pour distinguer les complexes RISC associés à un 
siRNA de ceux associés à un miRNA (Lee et al., 2004b). En revanche, il existe quatre protéines 
AGO chez les mammifères (AGO1-4). Alors que seule AGO2 possède une activité catalytique de 
clivage d’un ARNm cible lorsqu’associée à un siRNA/miRNA parfaitement complémentaire à la 
cible, toutes les protéines AGO sont capables de se lier avec la même affinité aux petits duplexs 
d’ARNs (siRNA ou miRNA) (Liu et al., 2004b; Meister et al., 2004), et les protéines AGO1-4 sont 
redondantes pour l’utilisation des miRNAs (Su et al., 2009). Le nom de miRNP (« miRNA-
associated ribonucleoprotein complex ») est aussi utilisé pour désigner les complexes RISC 
associés à des miRNAs (Mourelatos et al., 2002). Les protéines Argonautes (AGO) possèdent 
trois domaines conservés (Figure 6). Le domaine PAZ (« Piwi-Argonaute-Zwille »), que possède 
aussi Dicer, reconnaît et se fixe à l’extrémité 3’ sortante du duplex siRNA ou miRNA (Song et al., 
2003; Yan et al., 2003; Lingel et al., 2004; Ma et al., 2004); le domaine MID constitue une poche 
de fixation du 5’-phosphate du duplex (Ma et al., 2005; Parker et al., 2005), et le domaine PIWI, 
qui adopte une conformation secondaire ressemblant à une RNase H , constitue le domaine 
catalytique de certaines AGO (comme AGO2 chez les mammifères) (Liu et al., 2004b; Parker et 

















Figure 6 : Structure de la protéine AGO2 humaine. Le domaine PAZ (en jaune), situé près du côté N-
terminal de la protéine (en gris) est nécessaire àa la reconnaissance et à la fixation de l’extremité 3’ 
sortante du duplex d’ARN. Le domaine MID (en bleu) permet de fixer l’extrémité 5’-phosphate du duplex 
d’ARN. Une partie du domaine MID, le domaine MC (en bleu foncé), présente une homologie de séquence 
avec le motif de reconnaissance de la coiffe présent dans le facteur eIF4E, particulièrement deux résidus 
aromatiques (en rouge). Ce domaine entrerait donc en compétition avec eIF4E pour la reconnaissance 
de la coiffe de l’ARNm cible, bloquant ainsi l’initiation de la traduction, mais il a été également montré 
que c’est ce domaine qui permettrait l’interaction avec la protéine GW182 (voir I.3.2.2 Inhibition de la 
Traduction). Le domaine PIWI (en orange) est le domaine contenant les résidus catalytiques (en rouge) 
des protéines AGO compétentes pour le clivage endonucléolytique. (D’après Hutvagner et Simard, 
2008). 
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AGO2 purifiée seule est capable d’utiliser un siRNA simple brin pour cliver un ARNm cible mais 
n’est pas suffisante pour utiliser directement un siRNA double brin, suggérant la nécessité de co-
facteurs (Liu et al., 2004b). Des complexes RISC de tailles et de compositions moléculaires très 
variables, allant de 150 kDa à 80S, ont été purifiés dans différents organismes et parfois 
caractérisés moléculairement (Nykanen et al., 2001; Martinez et al., 2002; Pham et al., 2004; 
Gregory et al., 2005; Hock et al., 2007). Un complexe « minimal » RISC composé de AGO2, TRBP 
et Dicer, a été purifié à partir de cellules humaines et caractérisé in vitro (Chendrimada et al., 
2005; Gregory et al., 2005; Maniataki and Mourelatos, 2005). Ce complexe « minimal » 
immunopurifié ou reconstitué in vitro à l’aide des trois protéines recombinantes est capable de 
cliver un pre-miRNA pour générer un miRNA mature, présente l’activité catalytique de RISC 
puisqu’il est capable de cliver un ARN cible, et sélectionne préférentiellement le brin guide du 
pre-miRNA fourni (Gregory et al., 2005; Maniataki and Mourelatos, 2005; MacRae et al., 2008). 
Après clivage du pre-miRNA par Dicer, le complexe RISC activé, c’est-à-dire chargé avec le 
miRNA mature et possédant l’activité catalytique sur l’ARN cible, est dissocié de Dicer 
(Maniataki and Mourelatos, 2005; MacRae et al., 2008). Ces études suggèrent donc un couplage 
entre l’activité de maturation du pre-miRNA par Dicer et l’assemblage du complexe RISC grâce à 
l’interaction de Dicer/TRBP avec AGO2. Une autre étude suggère que l’activité de Dicer et 
l’assemblage/activation du complexe RISC sont dissociés du fait que le complexe RISC 
immunopurifié peut utiliser directement un duplex d’ARN ne nécessitant pas de clivage par 
Dicer (Yoda et al., 2010). Il est vrai que par ailleurs, l’immuno-déplétion  de Dicer n’empêche pas 
l’activité de RISC in vitro (clivage d’un ARN cible via un siRNA) (Martinez et al., 2002), et que des 
cellules ES déficientes pour Dicer supportent une activité RNAi via l’utilisation de siRNAs 
(Kanellopoulou et al., 2005; Murchison et al., 2005). Ces résultats suggèrent que Dicer n’est pas 
indispensable à la constitution d’un complexe RISC fonctionnel mais ne sont pas incompatibles 
pour autant avec l’existence in vivo de complexes RISC associés à Dicer, pouvant faciliter le 
couplage entre la maturation du pre-miRNA et le chargement du miRNA mature sur la protéine 
AGO (Chendrimada et al., 2005; Gregory et al., 2005; Maniataki and Mourelatos, 2005; Hock et 
al., 2007; Landthaler et al., 2008).  
 
Contrairement aux siRNAs, les duplexs miRNA-miRNA* présentent des mésappariements 
empêchant le clivage du brin passager lorsqu’incorporé dans un complexe RISC-AGO2. Les 
résultats de l’étude de Yoda et al. sur des complexes RISC immunopurifiés montrent qu’un 
mésappariement central facilite le chargement d’un petit duplex d’ARN dans les complexes pre-
RISC (AGO1-4), et qu’un mésappariement supplémentaire dans la région (2-7) ou (12-15) facilite 
la séparation des 2 brins et donc l’activation de RISC. En revanche, un duplex de type siRNA 
complètement apparié ne peut être utilisé que par le complexe RISC-AGO2 grâce à l’activité 
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catalytique d’AGO2 capable de cliver le brin passager pour activer RISC (Yoda et al., 2010). Pour 
les duplexs présentant des mésappariements comme les miRNA-miRNA*, il n’y a donc pas 
clivage du brin « passager » et la façon dont le complexe RISC l’élimine n’est pas encore claire. 
Cependant, de nombreuses ARN hélicases dont Gemin3 (Mourelatos et al., 2002), DDX5 (ou ARN 
hélicase p68) (Salzman et al., 2007), MOV10 (ARN hélicase putative) (Meister et al., 2005), ou 
encore RHA (ARN hélicase A) (Robb and Rana, 2007), ont été trouvées associées aux complexes 
RISC et pourraient jouer un rôle dans la séparation des deux brins et l’élimination du brin 
« passager ». Trois complexes RISC différents ont été purifiés à partir de cellules humaines et 
correspondent probablement à différentes formes de pre-RISC et RISC activés. Des approches 
protéomiques ont permis d’identifier des dizaines d’autres protéines associées aux protéines 
AGO au sein de ces trois complexes RISC, dont des hélicases, des hnRNPs (heterogenous nuclear 
ribonucleoprotein particles) et d’autres protéines de liaison aux ARNm (Hock et al., 2007; 
Landthaler et al., 2008). Le rôle exact de la plupart de ces protéines dans la fonction de RISC 
reste à déterminer. 
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Figure 7 : La voie miRNA. Les gènes codant pour des miRNAs sont transcrits dans le noyau par l’ARN 
polymérase II (ou III) en un transcrit primaire appelé pri-miRNA. La structure tige-boucle du pri-miRNA est 
reconnue et excisée par le microprocesseur, un complexe nucléaire composé de la RNAse III Drosha et de la 
protéine de liaison à l’ARNdb DGCR8, générant ainsi le pre-miRNA (voie canonique). Alternativement, 
quelques pre-miRNAs constituant de courts introns sont générés directement par épissage (mirtrons). Le 
pre-miRNA est exporté dans le cytoplasme par le complexe Exportine 5-RanGTP, où il est reconnu par un 
complexe composé de la RNase III Dicer, et la ou les protéine(s) de liaison à l’ARNdb TRBP et/ou PACT. Dicer 
clive le pre-miRNA de manière à éliminer la boucle et générer un duplex miRNA :miRNA*.La présence 
préalable ou le recrutement d’une protéine AGO permet de former le complexe pre-RISC, activé par 
l’élimination du brin « passager ». Le complexe miRISC activé s’associe à l’ARNm cible grâce à l’appariement 
partiel du miRNA à une séquence cible située généralement dans le 3’UTR. Dans quelques cas rares 
d’appariement quasi parfait, AGO2 peut cliver l’ARNm cible. Généralement, la fixation de miRISC sur l’ARNm 
cible a pour conséquence(s) une inhibtion de la traduction et/ou une déadénylation suivie d’une 
dégradation de l’ARNm. (Adapté de Davidson et McCray, 2011). 
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I.3 Modes d’actions 
I.3.1 Appariement à l’ARNm cible 
I.3.1.1 Règles classiques d’appariement 
 
La régulation exercée par les miRNAs est spécifique grâce à l’appariement du miRNA mature 
contenu dans le complexe miRISC avec une séquence partiellement complémentaire située 
généralement dans le 3’UTR de l’ARNm cible et appelée MRE pour «miRNA Response Element» 
(Elément de réponse au miRNA). Dans la majorité des cas, l’appariement est imparfait et suit les 
règles suivantes qui ont été établies par des analyses expérimentales et informatiques  
(Figure 8) :  
 
 Le critère le plus important est un appariement parfait entre l’ARNm cible et les nucléotides 
2-7 en 5’ du miRNA, qui constituent la séquence noyau (« seed ») du miRNA ou région de 
nucléation de l’interaction entre le miRNA et l’ARNm cible. Ce critère a été établi d’après les 
évidences suivantes : (i) la séquence la plus conservée des miRNAs chez les métazoaires est 
la région 5’ contenant la séquence noyau (Lim et al., 2003); (ii) chez les mammifères, la 
majorité des gènes codant pour des protéines ont évolué pour maintenir spécifiquement des 
séquences complémentaires aux séquences noyau d’un ou plusieurs miRNAs (Lewis et al., 
2005; Friedman et al., 2009), et de nombreux gènes ont également évolué pour éviter 
spécifiquement de contenir des séquences complémentaires à des séquences noyau de 
miRNAs fortement co-exprimés (Farh et al., 2005; Stark et al., 2005) ; (iii) des mutations 
dans la séquence noyau, donnant lieu à des mésappariements ou des appariements bancals 
G-U (« wobble ») diminuent considérablement la répression de la cible (Doench and Sharp, 
2004; Kloosterman et al., 2004; Brennecke et al., 2005); (iv) des analyses transcriptomiques 
et protéomiques après inhibition ou sur-expression d’un miRNA montrent un 
enrichissement en MRE avec la séquence noyau correspondante dans les gènes affectés par 
le traitement (Lim et al., 2005; Baek et al., 2008; Selbach et al., 2008) ; et (v) beaucoup des 
sites prédits par la conservation de la séquence noyau ont été validés fonctionnellement in 
vivo. 
 
 Des mésappariements sont généralement trouvés dans la région centrale (nucléotides 9-12), 
empêchant le clivage endonucléolytique de l’ARNm cible dans le cas d’un complexe RISC 
contenant AGO2. Très rarement chez les animaux, des sites cibles fortement 
complémentaires au miRNA avec un appariement parfait dans la région centrale peuvent 
entrainer un clivage de l’ARNm cible (Yekta et al., 2004; Davis et al., 2005; Shin et al., 2010).  
 
  35 
 Un appariement de 7 pb au niveau de la séquence noyau en 5’ sans appariement en 3’ peut 
être suffisant pour réprimer un gène rapporteur cible (Brennecke et al., 2005). Toutefois, la 
région 3’ contient souvent un niveau minimal d’appariements, pour stabiliser l’interaction 
du miRNA avec sa cible. En particulier, un appariement supplémentaire au niveau des 
nucléotides 13-16 améliore la spécificité de l’interaction, et un appariement étendu en 3’ 
compense dans certains cas un mésappariement dans la région noyau (Brennecke et al., 
2005; Grimson et al., 2007) (Figure 8). Cependant, un appariement étendu en 3’ n’est pas 
suffisant à lui seul pour que la répression soit fonctionnelle sans un degré minimal de 
complémentarité en 5’ (Brennecke et al., 2005). 
 
Il a été estimé à plus de 60% les gènes humains codant pour des protéines qui seraient régulés 
par des miRNAs (Friedman et al., 2009). Des logiciels de prédiction des cibles des miRNAs 
(miRanda, PicTar, TargetScan…) ont été développés sur la base des règles décrites ci-dessus, 
principalement celle de l’appariement parfait au niveau de la séquence noyau, ainsi que sur la 
conservation des MRE pour favoriser l’identification de sites fonctionnels sélectionnés au cours 
de l’évolution (Lewis et al., 2003; John et al., 2004; Krek et al., 2005). Ils prédisent plusieurs 
dizaines à centaines de cibles pour un miRNA donné mais elles n’ont pas toujours une réalité 
biologique. Des validations expérimentales sont nécessaires dans chaque cas pour montrer 
qu’une cible prédite est bien une cible du miRNA in vivo. Elles reposent généralement sur une 
approche de surexpression et/ou inhibition du miRNA considéré et la mesure de l’effet sur 
l’expression de la cible endogène d’une part et sur l’utilisation de gènes rapporteurs comme la 
luciférase, fusionnée au 3’UTR du gène cible étudié d’autre part. Les logiciels de prédiction de 
cibles utilisent des paramètres et algorithmes quelque peu différents (Witkos et al., 2011), d’où 
l’intérêt de croiser les prédictions obtenues par plusieurs d’entre eux. Toutefois, à la lumière des 
avancées des connaissances sur les intéractions miRNA-ARNm cibles, nous verrons dans le 
paragraphe suivant que les logiciels utilisés actuellement présentent des limites.  




































Figure 8 : Appariements entre miRNAs et ARNm cibles. Types d’appariements possibles entre un 
miRNA et un ARNm cible du plus courant (A) au moins courant (E) (colonne de gauche) et exemples 
validés expérimentalement avec la lettre correspondante en minuscule (colonne de droite). (A) 
Appariement principal au niveau de la séquence noyau (nt 2-7 ou 2-8), (a) (Ivanovska et al., 2008; 
Davidson and McCray, 2011) ; (B) Un appariement supplémentaire de minimum 3-4 pb généralement 
centré sur les nt 13-16 améliore l’appariement au niveau de la séquence noyau, (b) (Brennecke et al., 
2005) ; (C) Un appariement de minimum 4-5 pb généralement centré sur les nt 13-16 complémente un 
mésappariement dans la séquence noyau, (c)(Reinhart et al., 2000) ; (D) Appariement central de 11 nt 
minimum d’affilée qui peut permettre le clivage endonucléolytique par AGO2, (d) (Filipowicz et al., 2008; 
Hutvagner and Simard, 2008; Bartel, 2009; Shin et al., 2010) ; (E) Appariement étendu qui peut permettre 
le clivage endonucléolytique par AGO2, (e) (Yekta et al., 2004). (A, B et C) Un résidu adénosine est souvent 
retrouvé sur l’ARNm en face de la position 1 du miRNA, et un résidu adénosine ou uracile est souvent 
retrouvé en face de la position 9 (en rouge). La pertinence de la distinction entre (A) et (B) reste à vérifier, 
des appariements en 3’ étant très courants mais la validation expérimentale d’une cible se faisant toujours 
par des mutations dans la séquence noyau. (Schéma réalisé d’après Filipowicz et al., 2008 ; Bartel, 2009). 
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e) HOXB8 et miR-196a dans les embryons de souris
d) GSTM3 et miR-21 dans les cellules humaines (HeLa)
c) lin-41 et let-7 chez C. elegans
b) Grim et miR-2 chez D. melanogaster
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I.3.1.2 Discussion des règles d’appariement 
 
Certains MRE ne respectent pas strictement les règles énoncées ci-dessus, notamment la règle 
de la séquence noyau. Or, rappellons que les logiciels actuels de prédiction des cibles des 
miRNAs sont basés principalement sur une complémentarité au niveau de la séquence noyau, 
introduisant un biais vers la recherche et la validation de ces sites.  Par exemple, les deux sites 
de réponse à let-7 contenus dans le 3’UTR de lin-41 présentent des mésappariements dans la 
séquence noyau et sont pourtant fonctionnels (Ha et al., 1996; Reinhart et al., 2000; Vella et al., 
2004). Cependant, dans les 2 cas, un appariement étendu de 9 nt d’affilée en 3’ compense les 
mésappariements dans la séquence noyau (Figure 8). Même si ces sites avec des appariements 
« compensatoires » en 3’ sont rares, ils semblent avoir été sélectionnés pour des situations 
particulières. En effet, let-7 est exprimé à un moment précis du développement chez C. elegans 
pour permettre le passage du stade larvaire L4 à l’âge adulte. D’autres miRNAs, miR-48, miR-84 
et miR-241, possèdent la même séquence noyau que let-7 mais diffèrent dans le reste de leur 
séquence (Lau et al., 2001; Lim et al., 2003). Ces miRNAs sont exprimés plus tôt que let-7 et 
causeraient probablement une transition précoce vers l’âge adulte s’ils régulaient lin-41 (Abbott 
et al., 2005). let-7 et ces miRNAs possèdent probablement d’autres cibles en commun plus tard 
au cours du développement, mais les MRE de lin-41 ont évolué de manière à présenter des 
mésappariements dans la séquence noyau et un appariement étendu avec la séquence 3’ de let-7 
seul, pour que sa répression soit spécifiquement exercée par let-7 et non par les autres miRNAs 
ayant la même séquence noyau. 
 
 D’autres MRE identifiés et caractérisés depuis présentent des mésappariements dans la 
séquence noyau. C’est le cas d’un site de réponse à miR-296 contenu dans la séquence codante 
du facteur de pluripotence Nanog, qui présente un appariement bancal G-U dans la séquence 
noyau (Tay et al., 2008); d’un MRE contenu dans MCIB (major histocompatibility complex class 
I-related chain B), un gène intervenant dans la réponse immunitaire, ciblé par un miRNA viral 
(Stern-Ginossar et al., 2007); ou encore de trois sites de réponses à miR-214 trouvés dans le 
3’UTR de disp2, un gène essentiel au développement chez le poisson zèbre (Li et al., 2008). De 
plus, chez C. elegans, l’insertion de un à deux appariements bancals G-U dans la séquence noyau 
d’un site de réponse cible au miRNA lys-6, est tolérée et la répression du gène rapporteur utilisé 
est maintenue (Didiano and Hobert, 2006). Enfin, notons que de nouveaux MRE fonctionnels 
avec des appariements centraux parfaits de 11 nt minimum d’affilée (nucléotides 4-14 ou 5-15) 
et des appariements imparfaits au niveau de la séquence noyau et en 3’ ont été récemment mis 
en évidence (Shin et al., 2010) (Figure 8). Certains de ces nouveaux MRE étendent la liste des 
sites permettant un clivage endonucléolytique de l’ARNm cible, même si, in vivo, la répression 
par clivage des ARNm cibles semble demeurer un mécanisme minoritaire.  
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Chez les métazoaires, les MRE connus sont localisés généralement dans le 3’UTR, et plusieurs 
copies dans un même ARNm assurent une répression plus efficace (Brennecke et al., 2005). De 
plus, des MRE proches (10-40 nt d’écart) semblent agir de manière coopérative, avec des effets 
de répression de la cible plus importants que ceux attendus de la contribution de deux MRE 
indépendants (Doench and Sharp, 2004; Grimson et al., 2007; Saetrom et al., 2007; Broderick et 
al., 2011). Cependant, la localisation des MRE dans les 3’UTR est potentiellement biaisée par le 
fait que les logiciels de prédiction ont précisément focalisé la recherche de ces sites dans les 
3’UTR. Ceci est dû premièrement au fait que les MRE des deux premiers miRNAs découverts 
chez C. elegans, lin-4 et let-7, étaient situés dans les 3’UTR des gènes cibles, et deuxièmement au 
fait que ces logiciels se basent sur la conservation au cours de l’évolution des MRE, plus visibles 
dans les 3’UTR que dans la séquence codante où ils seraient masqués par la conservation des 
codons. Or, des études basées sur des constructions de gènes rapporteurs montrent que des 
MRE localisés artificiellement dans le 5’UTR ou la région codante sont capables de guider la 
répression du transcrit cible (Kloosterman et al., 2004; Lytle et al., 2007). De plus, différentes 
études ont mis en évidence l’existence de MRE fonctionnels dans la séquence codante de 
plusieurs ARNm, dont Dicer et certains variants de DNMT3b chez l’humain, ou encore les 
facteurs de pluripotence Nanog, Oct4 et Sox2 chez la souris (Duursma et al., 2008; Forman et al., 
2008; Tay et al., 2008). L’utilisation d’un algorithme optimisé pour identifier des MRE conservés 
dans les séquences codantes montre que chez la drosophile, les MRE seraient aussi répandus 
dans les ORFs que dans les 3’UTR, et quelques MRE identifiés par cette méthode  ont été validés 
fonctionnellement (Schnall-Levin et al., 2010). Toutefois, ces exemples restent rares, et des 
évidences expérimentales suggèrent que la traduction active par les ribosomes limite 
l’association de complexes miRISC au niveau de la séquence codante, apportant une explication 
mécanistique à la localisation préférentielle des MRE dans les régions non codantes (Gu, 2009).  
D’autres exemples montrent que certains miRNAs sont capables de réguler l’expression de gènes 
cibles via des MRE situés dans le 5’UTR. Curieusement, dans la plupart des cas, la fixation d’un 
miRNA sur un MRE localisé dans le 5’UTR s’accompagne d’une activation de la traduction, 
contrairement à la répression normalement induite par les miRNAs (Henke et al., 2008; Orom et 
al., 2008; Tsai et al., 2009).  
 
Enfin, d’autres facteurs que l’appariement lui-même interviennent dans la reconnaissance d’une 
séquence cible par un miRNA et dans sa fonctionnalité. Un de ces facteurs est l’accessibilité du 
MRE in vivo, qui peut être influencée par la structure secondaire de l’ARNm ou encore par 
l’association de protéines de liaison à l’ARNm, qui peuvent agir comme des modulateurs de 
l’effet des miRNAs (Bhattacharyya et al., 2006; Ameres et al., 2007; Kedde et al., 2007; Kertesz et 
al., 2007; Glorian et al., 2011). De plus, le contexte dans lequel se situe le MRE influence l’effet du 
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miRNA sur la cible. Des éléments de séquence non complémentaires au miRNA mais présents à 
proximité dans le 3’UTR, comme une région riche en A/U à proximité, sont nécessaires ou 
améliorent dans certains cas la répression de la cible par le miRNA (Vella et al., 2004; Didiano 
and Hobert, 2006; Grimson et al., 2007; Nielsen et al., 2007; Sun et al., 2010). La simple 
prédiction des MRE basée sur les règles décrites au début de ce chapitre est donc insuffisante 
pour présumer de sa fonctionnalité. La validation expérimentale est indispensable et devrait se 
faire idéalement dans des conditions se rapprochant le plus possible du contexte cellulaire où 
s’exprime le miRNA endogène. 
I.3.1.3 Conséquences 
 
Les conséquences du mode d’appariement des miRNAs à leurs cibles sont les suivantes : 
 
 Un système redondant : Des miRNAs homologues (qui diffèrent de un à deux nucléotides) 
et identiques existent souvent en plusieurs copies dans le génome. Il existe également de 
nombreux miRNAs possédant la même séquence noyau. Ces miRNAs ont donc beaucoup de 
cibles en commun et constituent ainsi des « familles » de miRNAs. Il existe donc une grande 
redondance structurale et fonctionnelle à la voie miRNA, mise en évidence notamment par 
les travaux de Miska et al. qui montrent que la délétion de miRNAs individuels dans le 
génome de C. elegans a rarement des conséquences phénotypiques marquées (Miska et al., 
2007). L’exemple décrit précédemment avec let-7 et les miRNAs miR-48, miR-84 et miR-241 
ayant la même séquence noyau, montre comment cette redondance a pu être contournée 
dans certains cas grâce à des mutations dans la séquence noyau compensée par des 
appariements étendus en 3’. 
 
 Un réseau complexe : Un miRNA peut réguler de nombreuses cibles. Une famille de miRNAs 
de mammifères conservée chez les vertébrés au niveau de la séquence noyau a ainsi une 
moyenne de 300 cibles conservées prédites (Friedman et al., 2009). Expérimentalement, la 
surexpression d’un miRNA particulier dans des cellules en culture affecte l’expression de 
centaines de transcrits, dont la plupart sont des cibles prédites du miRNA (Lim et al., 2005; 
Baek et al., 2008; Selbach et al., 2008). Inversement, un transcrit est généralement régulé par 
plusieurs miRNAs. Les interactions miRNAs-cibles constituent donc un réseau complexe qui 
dépend du contexte cellulaire, et en particulier de la quantité respective de miRNAs et de 
transcrits cibles. De plus, la fixation d’un miRNA sur un ARNm diminue la quantité 
disponible de ce miRNA, ajoutant à la complexité du système (Salmena et al., 2011). Par 
exemple, l’expression d’un pseudogène peut interagir avec l’expression du gène original, en 
entrant en compétition avec la fixation des mêmes miRNAs (Poliseno et al., 2010b). 
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I.3.2 Modes de régulation de l’expression de la cible 
 
L’interaction d’un miRNA, associé au complexe RISC activé (miRISC), avec un ARNm cible a pour 
conséquence une inhibition de l’expression de la cible, grâce à (i) un clivage de l’ARNm cible 
dans quelques cas très rares d’appariement presque parfait du miRNA à sa cible et par AGO2 
exclusivement (Yekta et al., 2004; Davis et al., 2005; Shin et al., 2010), (ii) une inhibition de la 
traduction ou (iii) une dégradation de l’ARNm. Dans certains cas particuliers, les miRNAs 
peuvent au contraire activer la traduction d’ARNm cibles. En dehors du cas rare (i) de clivage de 
l’ARNm, les mécanismes de régulation de l’expression de la cible par les miRNAs sont détaillés 
dans les paragraphes suivants (Figure 9). 
I.3.2.1 GW182 et les « corps-P » 
 
Les protéines de la famille GW182 (GW182 chez la drosophile ; TNRC6A, B et C chez les 
mammifères ; AIN-1 et AIN-2 chez C. elegans) sont des composants de foci cytoplasmiques 
appelés « corps-P » ou « corps-GW », qui contiennent des enzymes de dégradation des ARNm et 
sont impliqués dans le catabolisme et/ou le stockage des ARNm non traduits (Eystathioy et al., 
2002; Ingelfinger et al., 2002; van Dijk et al., 2002; Eystathioy et al., 2003; Sheth and Parker, 
2003). Or, les protéines GW182 sont trouvées également au sein des complexes miRISC où elles 
jouent un rôle clé dans la répression induite par les miRNAs (Jakymiw et al., 2005; Liu et al., 
2005a; Rehwinkel et al., 2005; Eulalio et al., 2008). Des protéines AGO et GW182, des miRNAs 
ainsi que des ARNm réprimés sont d’ailleurs trouvés enrichis dans les « corps-P » (Ding et al., 
2005; Jakymiw et al., 2005; Liu et al., 2005a; Liu et al., 2005b; Pillai et al., 2005; Sen and Blau, 
2005). 
 
GW182 interagit avec les protéines AGO au niveau de répétitions GW (glycine-tryptophane) en 
N-terminal et la disruption de cette interaction empêche la répression induite par les miRNAs 
(Behm-Ansmant et al., 2006; Till et al., 2007; Eulalio et al., 2008; Lian et al., 2009; Takimoto et 
al., 2009). La fixation artificielle, sans miRNA, de GW182 à un ARNm dans des cellules de 
drosophile conduit à une répression de l’expression du transcrit, même en absence de AGO1, 
indiquant que GW182 agit en aval de AGO1 (Behm-Ansmant et al., 2006). De même, dans des 
cellules humaines, le domaine C-terminal des protéines TNRC6A-C suffit à la répression de la 
cible, alors que ce domaine n’est pas responsable de l’interaction avec AGO (Lazzaretti et al., 
2009; Zipprich et al., 2009). L’ensemble de ces résultats suggère donc que la protéine AGO 
recrute GW182 au niveau du transcrit cible, puis la région C-terminale de GW182 agit en aval 
pour induire la répression traductionnelle et/ou la dégradation de l’ARNm. 
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I.3.2.2 Inhibition de la traduction 
 
La traduction débute par la reconnaissance de la coiffe m7G en 5’ de l’ARNm par eIF4E, une sous-
unité du complexe d’initiation eIF4F qui contient également les sous-unités eIF4A et eIF4G. 
L’interaction d’eIF4G avec eIF3 facilite le recrutement de la petite sous-unité ribosomique 40S, 
qui commence alors le balayage de la région 5’ à la recherche du codon d’initiation AUG, où son 
association avec la grande sous-unité 60S permet de former le complexe ribosomique 80S et de 
commencer l’élongation. eIF4G interagit également avec PABPC (poly(A)-binding protein, 
cytoplasmic), une protéine associée à la queue poly(A) en 3’, ce qui permet de donner une 
conformation circulaire à l’ARNm, et améliore ainsi l’efficacité de la traduction tout en 
protégeant l’ARNm de la dégradation (Jackson et al., 2010).  Le mécanisme par lequel miRISC 
inhibe la traduction est controversé. Plusieurs études présentent des résultats indiquant un 
blocage de l’initiation de la traduction, tandis que d’autres études présentent des évidences 
concernant une répression à des stades post-initiation. 
 
a) Inhibition de l’initiation 
 
Plusieurs résultats indiquent une inhibition de la traduction induite par les miRNAs au stade de 
l’initiation : 
 
 L’utilisation de gènes rapporteurs montre que les ARNm réprimés par des miRNAs se situent 
vers le haut du gradient de sédimentation lors de l’analyse des polysomes, ce qui signifie 
qu’ils sont associés à moins de ribosomes en cours d’élongation que les ARNm contrôles 
(Humphreys et al., 2005; Pillai et al., 2005; Bhattacharyya et al., 2006; Huang et al., 2007). De 
plus, l’ARNm de CAT1 (« cationic amino acid transporter 1 »), libéré de la répression par 
miR-122 lors d’une privation en acides aminés dans des cellules hépatiques humaines, est 
alors recruté plus efficacement au niveau des polysomes (Bhattacharyya et al., 2006). Enfin, 
alors que les premières expériences réalisées sur lin-14 et lin-28, les cibles endogènes de lin-
4 chez C. elegans, montraient que leurs ARNm restaient associés aux polysomes, une étude 
plus récente montre que l’inhibition de plusieurs cibles endogènes de let-7 et lin-4, dont lin-
14 et lin-28, s’accompagne d’une diminution de l’association aux polysomes (Ding and 
Grosshans, 2009). 
 
 Des ARNm rapporteurs produits à partir d’un IRES («Internal Ribosome Entry Site »), ne 
possèdant pas de coiffe m7G, ou ayant une coiffe non fonctionnelle (ApppN) ne sont pas 
efficacement réprimés par les miRNAs (Humphreys et al., 2005; Pillai et al., 2005; Zdanowicz 
et al., 2009). 
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 Plusieurs études réalisées in vitro sur des extraits cellulaires de cellules humaines, de 
drosophile, de souris et de lapin, montrent que la coiffe m7G ainsi que la queue poly(A) sont 
nécessaires à la répression de la traduction induite par les miRNAs (Wang et al., 2006; 
Mathonnet et al., 2007; Thermann and Hentze, 2007; Wakiyama et al., 2007). 
 
Plusieurs mécanismes sont proposés pour expliquer l’inhibition de l’initiation de la 
traduction par les miRNAs (Figure 9): 
 
 Inhibition de la reconnaissance de la coiffe : A l’aide d’un système in vitro basé sur des 
extraits cellulaires de cellules tumorales d’ascite de souris (Krebs-2) et de gènes rapporteurs 
cibles de let-7, Mathonnet et al. montrent que l’inhibition induite par let-7 s’accompagne 
d’une diminution de l’association de l’ARNm cible avec le complexe ribosomique 80S. L’ajout 
en excès du complexe eIF4F lève l’inhibition induite par let-7, indiquant que la phase de 
reconnaissance de la coiffe est importante dans le processus d’inhibition de la traduction de 
l’ARNm cible (Mathonnet et al., 2007). Ces résultats sont confortés par ceux de Thermann et 
al. qui montrent sur des extraits d’embryons de drosophile que miRISC empêche 
l’association de la sous-unité 40S à l’ARNm (Thermann and Hentze, 2007). De plus, les 
travaux de Kiriakidou et al. apportent une hypothèse mécanistique en montrant qu’AGO2 
humaine est capable de se fixer spécifiquement à la coiffe via un motif, principalement 2 
résidus aromatiques présents dans le domaine MID (Figure 6), ressemblant à celui d’eIF4E. 
La mutation de ces 2 résidus lève l’inhibition de la traduction induite par la fixation directe 
d’AGO2 sur l’ARNm, suggérant donc que la fixation d’AGO2 à la coiffe lui permet d’entrer en 
compétition avec la fixation du complexe d’initiation eIF4E (Kiriakidou et al., 2007).  
Cependant, des résultats obtenus chez la drosophile sur AGO1 et les cellules de mammifères 
sur AGO2 viennent contredire cette hypothèse en proposant que ces résidus soient en fait 
nécessaires à la liaison avec les protéines GW182 (Eulalio et al., 2008; Chen et al., 2009). 
 
 Inhibition du recrutement de la sous-unité 60S : Des expériences d’immunoprécipitation 
couplée à de la spectrométrie de masse ont permis d’identifier eIF6 et la sous-unité 
ribosomique 60S parmi les facteurs associés au complexe miRISC (Chendrimada et al., 
2007). eIF6 est une protéine impliquée dans la biogenèse et la maturation des sous-unités 
ribosomiques 60S et empêche l’association prématurée des sous-unités 60S et 40S. Son 
association au complexe miRISC au niveau de l’ARNm cible permettrait donc d’empêcher le 
recrutement de la sous-unité 60S et donc l’initiation de la traduction. De plus, les auteurs 
montrent que la déplétion d’eIF6 dans les cellules humaines et chez C. elegans lève 
l’inhibition induite par les miRNAs. Leur hypothèse est corroborée par des expériences de 
reconstitution acellulaire montrant que les ARNm réprimés par des miRNAs sont enrichis en 
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ribosomes 40S mais pas 60S (Wang et al., 2008a). Toutefois, ces résultats ne sont pas 
reproduits par la déplétion d’eIF6 dans les cellules de drosophile (Eulalio et al., 2008). De 
plus, le rôle d’eIF6 dans la biogenèse de la sous-unité ribosomale 60S complique 
l’interprétation des résultats obtenus par Chendrimada et al. et suggère que l’effet de la 
déplétion d’eIF6 puisse être indirect. 
 
b) Inhibition après l’initiation 
 
Différents résultats, parfois très contradictoires avec ceux décrits précédemment, indiquent que 
l’inhibition de la traduction induite par les miRNAs se fait après l’initiation : 
 
 Les ARNm de gènes rapporteurs réprimés par des miRNAs sont associés aux polysomes. 
De plus, le traitement à la puromycine, permettant la terminaison prématurée de 
l’élongation et la dissociation des polysomes,  permet de montrer que les ARNm réprimés 
se décalent vers le haut du gradient de sédimentation, indiquant que la puromycine 
entraine leur dissociation de polysomes qui étaient engagés dans l’élongation de la 
traduction (Olsen and Ambros, 1999; Seggerson et al., 2002; Maroney et al., 2006; Nottrott 
et al., 2006; Petersen et al., 2006).  
 
  La traduction initiée au niveau d’un IRES peut être réprimée par un mécanisme dépendant 
des miRNAs (Petersen et al., 2006; Lytle et al., 2007). 
 
Plusieurs mécanismes décrivant l’inhibition de la traduction induite par les miRNAs à des stades 
post-initiation ont également été proposés (Figure 9) : 
 
 Détachement des ribosomes pendant l’élongation : A l’aide d’une construction 
bicystronique de 2 gènes rapporteurs, dont celui en aval est contrôlé artificiellement par 
l’introduction de sites de réponse à un miRNA, Petersen et al. montrent que la répression 
induite par le miRNA diminue le pourcentage naturel  de « read through » du codon stop du 
premier gène rapporteur, indiquant que la fixation des miRNAs dans le 3’UTR interfère avec 
l’élongation à distance, et suggérant l’induction d’une terminaison prématurée ou 
l’élimination des ribosomes en cours d’élongation (Petersen et al., 2006). De plus, lorsqu’ils 
bloquent l’initiation de la traduction avec du hippuristanol, un inhibiteur de eIF4A, les 
ribosomes se dissocient plus rapidement des ARNm réprimés par les miRNAs que des ARNm 
contrôles, confirmant que miRISC favorise le détachement des ribosomes. 
 
 Dégradation des polypeptides naissants : Des immunoprécipitations de polypeptides 
naissants tagués en N-terminal montrent qu’aucun polypeptide naissant ne peut être 
immunoprécipité lorsque l’ARNm correspondant contient des sites de réponse à un miRNA, 
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alors que les auteurs démontrent que le processus d’élongation a bien lieu (Nottrott et al., 
2006). Curieusement, Petersen et al. montrent également par marquage métabolique des 
polypeptides naissants suivi de pulse-chasse qu’aucun peptide naissant ni complet n’est 
détecté lorsque l’ARNm est réprimé par un miRNA (Petersen et al., 2006).  Nottrott et al. 
suggèrent donc que miRISC recrute ou est associé à des protéases spécifiques permettant de 
dégrader les polypeptides naissants (Nottrott et al., 2006). Cependant, aucune protéase 
pouvant jouer ce rôle n’a été identifiée à ce jour et des résultats démontrant que la 
répression induite par des miRNAs est maintenue lorsque les polypeptides rapporteurs sont 
adressés au réticulum endoplasmique (où ils sont protégés de la protéolyse) remettent en 
question la possibilité d’un mécanisme par lequel les protéines naissantes seraient 
dégradées dans le cytosol (Pillai et al., 2005). 
I.3.2.3 Déadénylation et dégradation de l’ARNm 
 
Alors que les études initiales sur le rôle des miRNAs montraient que le niveau des ARNm 
réprimés restait inchangé et suggéraient que la répression dépendante des miRNAs n’affecte pas 
la stabilité des ARNm (Wightman et al., 1993; Olsen and Ambros, 1999; Seggerson et al., 2002), 
différentes études réalisées sur l’animal, des cellules en culture ou encore des extraits 
cellulaires, ont montré depuis que la répression de nombreuses cibles de miRNAs s’accompagne 
de leur déadénylation et de leur dégradation (Lim et al., 2005; Giraldez et al., 2006; Wu et al., 
2006; Wakiyama et al., 2007; Eulalio et al., 2009). De plus, une étude plus récente des cibles des 
miRNAs initialement identifiés chez C. elegans montre que la quantité des transcrits ciblés par 
ces miRNAs diminue (Bagga et al., 2005). Récemment, des analyses comparatives des 
modifications protéomiques et transcriptomiques à grande échelle, suite à la surexpression ou à 
l’inhibition d’un miRNA dans des cellules de mammifères, montrent que la grande majorité des 
cibles réprimées par un miRNA présentent une diminution de leur niveau d’ARNm qui reflète la 
diminution en protéine (Baek et al., 2008; Selbach et al., 2008; Hendrickson et al., 2009; Guo et 
al., 2010). Ces études montrent donc que la répression induite par les miRNAs se traduit 
majoritairement par une dégradation des transcrits. Notons également que certaines de ces 
études montrent, grâce à une approche de « profiling » des ribosomes, permettant de les 
localiser précisément sur l’ARNm, que si un blocage de la traduction intervient, alors il a lieu au 
stade de l’initiation. En effet, elles montrent que, si le nombre de ribosomes sur des ARNm cibles 
non dégradés diminue, il diminue de manière équivalente tout au long de l’ARNm, un résultat 
incompatible avec l’hypothèse du détachement des ribosomes en cours d’élongation 
(Hendrickson et al., 2009; Guo et al., 2010). 
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Différentes expériences montrent que GW182 entraine une déadénylation de l’ARNm cible en 
recrutant le complexe déadénylase CAF1 :CCR4 :NOT1 (plus PAN2 :PAN3 chez les mammifères), 
puis le décoiffage par le complexe DCP1 :DCP2 et enfin la digestion exonucléolytique 5’-3’ 
vraisemblablement par XRN1 (Rehwinkel et al., 2005; Behm-Ansmant et al., 2006; Eulalio et al., 
2007b; Chen et al., 2009; Eulalio et al., 2009; Fabian et al., 2009). Si beaucoup des composants 
des « corps-P », comme DCP1, DCP2, GW182 ou encore des activateurs du décoiffage comme 
RCK/p54, jouent un rôle dans la répression induite par les miRNAs (Eystathioy et al., 2003; Liu 
et al., 2005a; Rehwinkel et al., 2005; Behm-Ansmant et al., 2006; Chu and Rana, 2006; Eulalio et 
al., 2007b), l’intégrité des « corps-P »  n’est pas indispensable en soi à la fonction des miRNAs, ce 
qui suggère que l’enrichissement dans les « corps-P » des ARNm ciblés par les miRNAs est plutôt 
une conséquence de leur répression qu’une nécessité fonctionnelle (Chu and Rana, 2006; Eulalio 
et al., 2007a). Ceci est conforté par le fait que la formation des « corps-P » est en revanche 
dépendante d’une voie miRNA ou RNAi fonctionnelle (Pauley et al., 2006). 
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Figure 9 : Mécanismes possibles de la répression des ARNm cibles induite par les miRNAS. 
L’ARNm cible est représenté dans sa conformation circulaire, obtenue par l’interaction de PABPC liée à la 
queue poly(A) avec le facteur eIF4G, lié au facteur de reconnaissance de la coiffe eIF4E. Le miRNA guide le 
complexe miRISC au niveau de l’ARNm cible en s’appariant de manière partielle (séquence noyau) au 
niveau d’un site de réponse dans le 3’UTR. La protéine GW182 est recrutée au sein du complexe effecteur 
miRISC par une interaction directe avec la protéine Argonaute (AGO). (A) L’interaction de GW182 du 
complexe miRISC avec PABPC a potentiellement plusieurs conséquences : la compétition avec l’interaction  















I.3.2.4 Plusieurs mécanismes ? 
 
Si les mécanismes exacts permettant la répression traductionnelle sont encore sujets à 
controverse, il paraît clair que les miRNAs peuvent inhiber l’expression de leurs cibles aussi bien 
par des mécanismes d’inhibition de la traduction que par la dégradation des ARNm, cette 
deuxième étant beaucoup plus répandue que ce qui était cru initialement (Hendrickson et al., 
2009; Guo et al., 2010). On peut alors légitimement se demander si les deux types de 
mécanismes ne sont pas en fait couplés. La dégradation des ARNm pourrait finalement être une 
conséquence du blocage de la traduction, et inversement, la déadénylation pourrait conduire 
indirectement à une inhibition de la traduction, en empêchant l’interaction de PABPC1 avec 
eIF4G et donc la conformation circulaire de l’ARNm, comme cela a été proposé par Wakiyama et 
al. Leurs travaux sur des extraits de cellules humaines soulignent l’importance de la queue 
poly(A) dans la répression induite par let-7 et montre une forte corrélation entre déadénylation 
et arrêt de la traduction (Wakiyama et al., 2007). Cette hypothèse est confortée par plusieurs 
études récentes qui apportent un éclairage sur le lien entre déadénylation et inhibition de la 
traduction en montrant que GW182 interagit avec PAPBC (Fabian et al., 2009; Zekri et al., 2009; 
Huntzinger et al., 2010). Des mutants de GW182 (D. melanogaster) et de TNRC6A (humain) ne 
pouvant plus interagir avec PABPC ont une activité de répression de la cible fortement inhibée 
(Huntzinger et al., 2010). Cette interaction pourrait intervenir de différentes manières dans la 
répression dépendante des miRNAs. Tout d’abord, des études indiquent qu’elle est en 
compétition avec l’interaction entre PABPC et eIF4G (Fabian et al., 2009; Zekri et al., 2009), 
empêchant alors vraisemblablement la conformation circulaire de l’ARNm et inhibant ainsi la 
traduction, tout en exposant l’ARNm à la déadénylation. Par ailleurs, la déplétion de PABPC dans 
des extraits cellulaires inhibe la déadénylation induite par un miRNA (Fabian et al., 2009), 
indiquant que PABPC pourrait aussi jouer un rôle dans le recrutement de déadénylases (Zekri et 
al., 2009). Enfin, PABPC pourrait au contraire jouer un rôle de protection de la queue poly(A) 
PABPC/eIF4G entraine la perte de la conformation circulaire, ce qui peut participer à (C) l’inhibition de la 
traduction, tout en exposant la queue poly(A) au complexe déadénylase. GW182 et/ou PABPC 
interviennent dans le recrutement du complexe déadénylase CCR4 :NOT1 :CAF1. La déadénylation est 
supposée précéder (B) la dégradation de l’ARNm grâce au décoiffage par le complexe DCP1 :DCP2 
(accompagné d’activateurs du décoiffage), et enfin grâce à la digestion 5’-3’ de l’ARNm cible par XRN1. 
Mais la déadénylation peut aussi contribuer à (C) l’inhibition de la traduction. Les incertitudes concernant 
l’ordre et le lien éventuel entre des évènements, ainsi que sur les acteurs moléculaires de certaines étapes 
sont représentées par les « ? ». (C) Plusieurs mécanismes ont été décrits pour expliquer l’inhibition de la 
traduction induite les miRNAs. (i) L’inhibition de l’initiation de la traduction peut se faire par (a) une 
inhibition de la reconnaissance de la coiffe, un mécanisme d’interaction de AGO avec la coiffe ayant été 
proposé, entrant ainsi en compétition avec eIF4E ; ou par (b) l’inhibition de recrutement de la sous-unité 
ribosomique 60S via le recrutement du facteur eIF6. (ii) L’inhibition des étapes post-initiation peut se faire 
par deux mécanismes possibles (c) le détachement prématuré des ribosomes en cours d’élongation, ou (d) 
la dégradation co-traductionnelle des polypeptides naissants par une protéase inconnue. (Schéma réalisé 
d’après Filipowicz et al., 2008 ; Huntzinger et Izaurralde, 2011). 
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(Walters et al., 2010), et son interaction avec GW182 pourrait diminuer son affinité pour la 
queue poly(A) et l’exposer à la déadénylation. Cette hypothèse expliquerait que dans les cellules 
de drosophile et les cellules humaines, la surexpression de PABPC inhibe la répression 
dépendante du miRNA (Zekri et al., 2009; Walters et al., 2010), PABPC venant saturer et 
protéger la queue poly(A). 
 
Plusieurs éléments indiquent cependant que les deux mécanismes (inhibition de la traduction et 
déadénylation/dégradation) sont indépendants : 
 
 Des ARNm rapporteurs dont la traduction est inhibée grâce à des oligonucléotides hybridés 
au niveau du site d’initiation, à des structures en épingle à cheveux dans le 5’UTR, ou à une 
coiffe ApppG qui ne peut pas fixer eIF4E, sont encore déadénylés d’une manière dépendante 
du miRNA qui les cible, indiquant que la déadénylation n’est pas une simple conséquence de 
l’inhibition de la traduction (Giraldez et al., 2006; Wu et al., 2006; Eulalio et al., 2009; Fabian 
et al., 2009). De même, la déadénylation induite par les miRNAs a lieu en présence de 
cycloheximide ou hippuristanol, des inhibiteurs de la traduction (Eulalio et al., 2007b; 
Wakiyama et al., 2007; Fabian et al., 2009). 
 
 A l’inverse, l’inhibition de la traduction peut avoir lieu sans déadénylation puisque des 
ARNm sans queue poly(A) (remplacée par une structure tige-boucle dérivée d’un ARNm 
d’histone ou par un ribozyme auto-catalytique) sont réprimés de manière dépendante d’un 
miRNA (même si parfois moins efficacement que leur équivalent polyadénylé) (Wu et al., 
2006; Eulalio et al., 2008; Eulalio et al., 2009). De plus, la fixation artificielle de GW182 sur 
un ARNm réprime la traduction même en absence de NOT1 dans des cellules de drosophile 
(Eulalio et al., 2008). Ces résultats suggèrent que si la déadénylation renforce et contribue à 
la répression induite par les miRNAs, elle n’est pas absolument requise. 
 
Il n’est donc pas encore clairement établi si les différents mécanismes d’inhibition proposés sont 
le fruit d’artefacts liés à différentes approches expérimentales, s’ils correspondent à des 
évènements secondaires à un mécanisme initial commun, ou encore si les miRNAs sont capables 
de réprimer leurs cibles par différents mécanismes indépendants. Il est en effet possible que le 
mécanisme de répression utilisé dans chaque cas dépende du contexte cellulaire, de la cible, du 
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I.3.2.5 Cas particulier : l’activation de la traduction 
 
Comme mentionné précédemment, certains MRE localisés dans le 5’UTR d’ARNm cibles 
entrainent une activation de la traduction dépendante de la fixation du miRNA, plutôt qu’une 
répression. Orom et al. montrent ainsi, en utilisant une approche d’expression d’une version de 
miR-10a biotinylée dans des cellules ES de souris, suivie d’une purification des ARNm cibles 
associés grâce à des billes de streptavidine et une analyse sur puce, que miR-10a s’associe à des 
sites de réponse dans le 5’UTR d’ARNm de protéines ribosomales. La fixation de miR-10a à 
proximité du motif 5’TOP, permettant de réguler la traduction des protéines de la machinerie de 
traduction en réponse à des agents mitogènes ou à la privation en nutriment, active la traduction 
des protéines ribosomales cibles (Orom et al., 2008). De même, miR-122, un miRNA spécifique 
du foie, stimule la réplication de l’ARN du virus de l’hépatite C (HCV) en se fixant à des sites de 
réponses présents dans le 5’UTR (Jopling et al., 2005; Chang et al., 2008a). En utilisant des 
constructions de gènes rapporteurs et un mutant de HCV déficient pour la réplication, Henke et 
al. montrent que la fixation de miR-122 sur 2 sites de réponses présents dans le 5’UTR à 
proximité de l’IRES, stimule aussi la traduction de l’ARN de HCV (Henke et al., 2008). Cette 
activation de la traduction se fait au stade de l’initiation, en stimulant l’association de la petite 
sous-unité ribosomique avec l’ARN de HCV (Henke et al., 2008). Toutefois, Henke et al. ne 
montrent pas si cette fonction d’activation de la traduction par miR-122 est dépendante des 
protéines AGO ou du complexe miRISC. 
 
Mais des cas d’activation de l’expression de la cible par des MRE présents dans les 3’UTR 
existent également. Vasudevan et al. sont les premiers à avoir décrit l’activation de la traduction 
induite par des miRNAs. Ils découvrent d’abord qu’une région riche en AU (ARE = « AU-rich 
element ») dans le 3’UTR de l’ARNm de TNFα (Tumor necrosis factor α) devient un signal 
d’activation de la traduction lors de l’arrêt du cycle cellulaire induit par la privation en sérum, en 
recrutant AGO et FXR1 (Fragile X mental retardation-related protein 1) (Vasudevan and Steitz, 
2007). Ils montrent alors à l’aide de gènes rapporteurs que la fixation de miR-369-3p au niveau 
de deux sites cibles contenus dans l’ARE de TNFα, est nécessaire à l’activation de la traduction 
induite par la privation en sérum, en recrutant le complexe miRISC contenant AGO2 et FXR1 
(Vasudevan et al., 2007). De la même manière, la traduction d’ARNm rapporteurs avec des sites 
cibles de let-7 ou d’un miRNA synthétique, est inhibée par le miRNA dans les cellules qui 
prolifèrent mais est activée lorsque les cellules sont arrêtées par la privation en sérum. Les 
résultats de Vasudevan et al. indiquent donc que les miRNAs pourraient passer de la répression 
à l’activation de la traduction en fonction du cycle cellulaire, notamment grâce à l’interaction 
avec FXR1, qui est trouvé dans le complexe miRISC activateur mais pas dans le répresseur 
classique. Récemment, l’équipe de Vasudevan a confirmé ces résultats par la mise en évidence de 
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ce type de régulation positive sur une cible endogène dans des oocytes de xénope (Mortensen et 
al., 2011). Les oocytes immatures induisent l’expression de gènes, dont la kinase Myt1, 
permettant de maintenir un état quiescent G0. Les auteurs montrent que Myt1 est une cible 
endogène de xl-miR-16 dans l’oocyte immature. Sa traduction est activée par miR-16 et requise 
pour le maintien de l’état immature de l’oocyte, indiquant un rôle physiologique de la régulation 
positive par un miRNA associée à un état quiescent. Toutefois, il serait prématuré à ce stade de 
généraliser le fait que les miRNAs activent la traduction dans les cellules quiescentes. En effet, 
ces résultats n’ont pas été obtenus dans d’autres laboratoires à ce jour, et au contraire, il existe 
des exemples de répression exercée par les miRNAs dans des cellules arrêtées, comme miR-7 
réprimant le facteur de transcription Yan dans les photorécepteurs de l’œil de la drosophile (Li 
and Carthew, 2005). 
I.4 Rôles biologiques  
 
Depuis leur découverte, les miRNAs ont été impliqués dans la régulation de quasiment tous les 
processus biologiques. Ils jouent un rôle particulièrement clé dans le développement et le 
maintien des états souches et de différentiation, mais également dans des processus cellulaires 
comme l’apopotose, la prolifération et la régulation du cycle cellulaire, le métabolisme etc. Des 
exemples de régulation de processus biologiques par les miRNAs seront donnés en distinguant 
le type de régulation exercée. 
I.4.1  Expression mutuellement exclusive : induction de transitions, sauvegarde 
et états bistables 
 
De la même manière que lin-4 et let-7 dans le développement hétérochronique de  C. elegans, 
l’expression d’un miRNA à un moment précis peut permettre d’amorcer une transition au cours 
du développement ou de la différentiation en réprimant une ou des cible(s) à un niveau 
d’expression virtuellement zéro, où elles ne sont plus fonctionnelles. Par exemple, miR-124 
participe à la différentiation neuronale en ciblant notamment PTBP1 (« polypyrimidine tract 
binding protein 1 »), ce qui a pour conséquence un épissage alternatif permettant l’expression 
d’une protéine spécifique au développement du système nerveux, et SCP1 (« small C-terminal 
domain phosphatase 1 »), une phosphatase anti-neurale dont la répression est nécessaire à 
l’induction de la neurogenèse (Makeyev et al., 2007; Visvanathan et al., 2007). De même,  
miR-181 joue un rôle dans la différentiation des myoblastes en cellules musculaires chez les 
mammifères, entre autres en ciblant la protéine Hox-A11 (Naguibneva et al., 2006). Il est 
intéressant de noter que miR-181 s’exprime transitoirement au moment de la différentiation et 
pas dans le muscle adulte, sauf au niveau de fibres musculaires en cours de régénération, 
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indiquant qu’il joue un rôle dans l’induction de la transition myoblastes-cellules musculaires 
différenciées, et pas dans le maintien du phénotype différencié. On peut également citer 
l’exemple de miR-203, nécessaire à la différentiation précoce de l’ectoderme en épiderme, mis 
en évidence grâce à un modèle de différentiation de cellules ES humaines en kératinocytes in 
vitro (Nissan et al., 2011). Enfin, des cellules ES de souris déficientes pour le gène DGCR8, donc 
déficientes en miRNAs matures, sont incapables de se différencier correctement et maintiennent 
l’expression de facteurs de pluripotence après induction de la différentiation par différents 
protocoles, confirmant le rôle essentiel des miRNAs dans le processus de différentiation (Wang 
et al., 2007). 
 
Ce type d’expression mutuellement exclusive (spatiale ou temporelle) entre un miRNA et sa 
cible permet aussi de maintenir la répression de gènes qui ne doivent pas s’exprimer dans un 
type cellulaire donné (Stark et al., 2005): expression mutuellement exclusive entre un état 
souche et un état différencié, entre deux types cellulaires voisins, ou entre un état quiescent et 
un état prolifératif par exemple. Le miRNA peut alors constituer une sauvegarde supplémentaire 
à l’encontre de fuites de transcription de gènes dont l’expression, déjà réprimée 
transcriptionnellement, doit être nulle dans le type cellulaire concerné (Stark et al., 2005; Li et 
al., 2009a). Dans ce cas, le même facteur de transcription peut être responsable de la répression 
de la cible au niveau transcriptionnel, et de l’induction du miRNA qui assure une sauvegarde 
supplémentaire au niveau post-transcritionnel. Rosa et al. montrent par exemple que, dans les 
cellules ES humaines, le facteur de pluripotence OCT4 réprime transcriptionnellement NR2F2, 
tandis qu’il active l’expression du cluster miR-302, codant pour 4 variants de miR-302 (a-d), qui 
assurent un niveau supplémentaire de répression en ciblant NR2F2 au niveau post-
transcriptionnel (Rosa and Brivanlou, 2011). Ce facteur de transcription est induit au début de la 
différentiation neurale et responsable de l’activation transcriptionnelle de gènes neuraux 
(Figure 10). 
 
Lorsqu’un miRNA fonctionne en s’exprimant de manière mutuellement exclusive avec la cible, 
son effet est souvent renforcé par une boucle de régulation mutuellement répressive (directe ou 
indirecte) avec la cible (Fazi et al., 2005; Johnston et al., 2005; Li and Carthew, 2005; Bracken et 
al., 2008; Rybak et al., 2008; Hassan et al., 2010; Dey et al., 2011; Rosa and Brivanlou, 2011). Ces 
boucles de répression mutuelles permettent de renforcer la bistabilité, c’est-à-dire l’expression 
du miRNA ou de la cible exclusivement dans l’un ou l’autre des deux états possibles de la cellule 
(Figure 10). Par exemple, dans le cas de la régulation OCT4/miR-302/NR2F2, NR2F2 réprime 
aussi transcriptionnellement OCT4 (Rosa and Brivanlou, 2011), incluant indirectement miR-302 
dans une boucle de régulation négative, assurant que lorsque l’expression de NR2F2 est induite 
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lors de la différentiation, l’expression de OCT4, et par conséquent de miR-302, est inhibée 
(Figure 10). Un exemple simple de boucle bistable directe a été mis en évidence dans le 
développement de l’œil chez D. melanogaster où le facteur de transcription Yan réprime la 
transcription de miR-7 dans les progéniteurs, et miR-7 réprime l’expression de Yan dans les 
photorécepteurs différentiés (Li and Carthew, 2005). Le « switch » d’expression est amorcé par 
la voie EGFR qui entraine transitoirement la dégradation de Yan au moment de la différentiation 
des progéniteurs. Chez les mammifères, lin-28, un marqueur de pluripotence exprimé dans les 
cellules ES, est une cible du miRNA let-7 (Rybak et al., 2008; Zhong et al., 2010), lui-même 
exprimé au contraire dans les cellules différenciées, et notamment au moment de la 
différentiation des cellules ES en cellules souches neurales (Rybak et al., 2008). Or, lin-28 inhibe 
la production de let-7 mature dans les cellules ES en bloquant sa maturation à deux niveaux : 
dans le noyau, sa fixation au niveau de la boucle de pri-let-7 bloque la maturation en pre-let-7 
par le microprocesseur (Piskounova et al., 2008; Viswanathan et al., 2008; Newman and 
Hammond, 2010), et dans le cytoplasme, lin-28 recrute une TUTase qui uridyle spécifiquement 
pre-let-7 et quelques autres miRNAs, bloquant ainsi leur clivage par Dicer (Hagan et al., 2009; 
Heo et al., 2009). Cette boucle de régulation négative entre lin-28 et let-7 joue un rôle dans la 
différentiation neurale des cellules ES, avec lin-28 assurant le maintien de l’état de pluripotence 
en réprimant let-7, et let-7 agissant comme une sauvegarde en réprimant lin-28 une fois la 

















Figure 10 : Exemples de boucles de régulation mutuellement répressives impliquant des 
miRNAs. (A) Boucle de régulation mutuellement répressive lors du développement de l’œil chez D. 
melanogaster entre le facteur de transcription (FT) Yan, exprimé dans les progéniteurs, et miR-7, exprimé 
dans les photorécepteurs différenciés. Le « switch » d’expression est amorcé par la voie EGFR qui entraine 
transitoirement la dégradation de Yan au moment de la différentiation des progéniteurs. (B) Boucle de 
régulation dans les cellules ES humaines où le FT OCT4 réprime transcriptionnellement l’expression de 
NR2F2, exprimé lors de la différentiation neurale, et induit l’expression de miR-302, qui assure un niveau 
supplémentaire de répression en ciblant NR2F2 au niveau post-transcriptionnel. A l’inverse, NR2F2 
réprime transcriptionnellement OCT4 lors de la différentiation neurale. (C) Boucle de régulation 
mutuellement répressive entre lin-28 et let-7 chez les mammifères. Lin-28, exprimé dans les cellules ES, 
inhibe à plusieurs niveaux la maturation de let-7. Les pointillés indiquent qu’il ne s’agit pas ici d’une 
répression directe au niveau transcriptionnel, mais une inhibition de la maturation du pri-miRNA par 
Drosha dans le noyau, et du pre-miRNA par Dicer dans le cytoplasme. let-7 s’exprime au contraire dans les 
cellules différenciées, et réprime l’expression de lin-28.  
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I.4.2 Co-expression : affinage du niveau d’expression de la cible 
 
Contrairement aux cas précédents, un miRNA et sa cible sont parfois co-exprimés (Farh et al., 
2005; Sood et al., 2006). Les miRNAs agissent dans ce cas comme des sortes de rhéostats 
permettant d’ajuster finement le niveau d’expression de la cible à un niveau optimal pour sa 
fonctionnalité. Karres et al. montrent par exemple que chez la drosophile, la régulation de 
l’atrophine par miR-8 (interaction conservée chez les mammifères) réduit l’expression de cette 
protéine à un niveau prévenant la neurodégénérescence, mais pas trop bas pour ne pas 
compromettre la viabilité (Karres et al., 2007). De même, une étude sur des cellules murines des 
îlots pancréatiques montre que miR-375, un miRNA spécifique du pancréas, réprime 
l’expression de la myotrophine (Mtpn) nécessaire à l’exocytose de l’insuline, à un niveau 
permettant toutefois que la sécrétion de l’insuline soit fonctionnelle (Poy et al., 2004).  
 
Dans le cas de co-expression, un miRNA et sa cible peuvent être induits par le même facteur de 
transcription. Par exemple, les facteurs de transcription E2F1-3 sont activés lors de l’entrée dans 
le cycle cellulaire et induisent l’expression des gènes nécessaires à la réplication et à la mitose. 
Bueno et al. montrent en stimulant l’entrée dans le cycle cellulaire de MEFs (« mouse embryonic 
fibroblasts »), que les facteurs E2F1 et E2F3 induisent l’expression de miRNAs (let-7a-7d, let-7i, 
mir-15b-16-2, et mir-106b-25) lors de la transition G1/S, et que ces miRNAs régulent 
négativement des activateurs de l’entrée en phase S induits par les facteurs E2F (Bueno et al., 
2010). Ces miRNAs agissent comme une sécurité en empêchant la trop forte expression de gènes 
activateurs du cycle pouvant entrainer un stress réplicatif en réponse aux signaux mitogènes. De 
même, une boucle de régulation entre E2F et le cluster mir-17-92 a été établie, avec les facteurs 
E2F activant l’expression de ce cluster de miRNAs (Sylvestre et al., 2007; Woods et al., 2007), et 
certains membres du cluster (miR-17-5p, miR-20a) régulant négativement les facteurs E2F 
(O'Donnell et al., 2005; Sylvestre et al., 2007). Contrairement aux boucles mutuellement 
répressives décrites précédemment et favorisant la bistabilité, ce type de régulation favorise 
l’homéostasie, c’est-à-dire le retour à un état d’équilibre unique. Bien que miR-17-92 favorise 
par ailleurs la prolifération en réprimant des inhibiteurs du cycle cellulaire tels que 
p21/CDKN1A (Fontana et al., 2008; Ivanovska et al., 2008; Inomata et al., 2009; Wong et al., 
2010), la boucle d’auto-régulation avec E2F pourrait être un moyen d’empêcher une 
accumulation anormale des facteurs E2F en réponse à des stimuli mitogènes (Pickering et al., 
2009), conduisant à un stress réplicatif, à l’apoptose ou à une prolifération incontrôlée. Sur un 
même schéma, E2F1 active l’expression de mir-106b-25 tandis que des membres de ce cluster, 
miR-106b (appartenant à la même famille que miR-17-5p et miR-20a) et miR-93, régulent 
négativement l’expression d’E2F1 (Petrocca et al., 2008; Li et al., 2009b). 
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La délétion de miRNAs individuels chez C. elegans a généralement, contrairement aux mutants 
lin-4 et let-7, des conséquences phénotypiques limitées (Miska et al., 2007). Cette étude montre 
que la majorité des miRNAs individuels n’intervient pas dans des régulations essentielles au 
développement ou à la survie. Ce résultat est lié d’une part à la grande redondance des miRNAs 
déjà évoquée, mais est cohérent d’autre part avec le fait que les miRNAs agissent plutôt comme 
des rhéostats pour une régulation plus fine de l’expression des protéines cibles, ou comme une 
sauvegarde supplémentaire à l’encontre de cibles déjà réprimées transcriptionnellement, 
assurant ainsi une robustesse des systèmes biologiques complexes. 
I.4.3 Maintien des états cellulaires spatio-temporels 
 
Différentes études basées sur des clonages des petits ARNs et leur séquençage, des hybridations 
in situ ou la quantification de l’expression des miRNAs sur puce, montrent que certains miRNAs 
sont hautement spécifiques d’un tissu, d’un type cellulaire ou d’un stade de différentiation, 
constituant ainsi des profils d’expression spécifiques (Lagos-Quintana et al., 2002; Babak et al., 
2004; Sempere et al., 2004; Deo et al., 2006; Strauss et al., 2006; Beuvink et al., 2007; Landgraf et 
al., 2007). Le séquençage et le clonage de 250 bibliothèques de petits ARNs provenant de 26 
organes ou types cellulaires différents de rat et humain montre que seulement 70 miRNAs 
matures s’expriment en moyenne par type d’échantillon (Landgraf et al., 2007). De plus, dans la 
plupart des cas, peu de miRNAs constituent la majorité des miRNAs exprimés. En effet, une 
étude comparative de l’expression des miRNAs dans des lymphocytes B normaux et issus de 
leucémies lymphoïdes chroniques montre que dans les deux cas, 20 espèces différentes de 
miRNAs représentent plus de 90% des miRNAs clonés (Fulci et al., 2007). De même, l’étude du 
profil d’expression des miRNAs dans les lymphocytes T montre que seulement 7 miRNAs 
représentent 60% des miRNAs exprimés (Wu et al., 2007). Le clonage des miRNAs dans 
l’épiderme et le follicule pileux de souris montre que 10 et 3 espèces respectivement 
représentent environ 50% des miRNAs clonés (Yi et al., 2006). Notons également que le nombre 
de miRNAs exprimés est plus important dans les cellules différenciées par rapport aux cellules 
souches (Strauss et al., 2006), ce qui est cohérent avec le rôle important que jouent les miRNAs 
dans l’induction de la différentiation puis le maintien des états différenciés, comme décrit 
précédemment. 
 
Quelques miRNAs, possédant pour la plupart la même séquence noyau, sont exprimés 
spécifiquement dans les cellules ES humaines et de souris, et réprimés lors de la différentiation 
(Houbaviy et al., 2003; Suh et al., 2004; Strauss et al., 2006; Chen et al., 2007; Bar et al., 2008; 
Laurent, 2008; Morin et al., 2008). Les principaux miRNAs spécifiques des cellules ES incluent 
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des miRNAs du cluster mir-302 chez l’homme et la souris (miR-302a-d), le cluster miR-290 
(miR-290-295) chez la souris et son équivalent miR-371-373 chez l’homme. Or, l’expression de 
miR-302b (ou miR-372) en plus des facteurs de pluripotence utilisés habituellement (Takahashi 
and Yamanaka, 2006), permet d’augmenter l’efficacité de la reprogrammation de fibroblastes 
humains en cellules souches pluripotentes induites (iPSC = « induced Pluripotent Stem Cells ») 
(Subramanyam et al., 2011). Lin et al. montrent même, grâce à l’utilisation d’un modèle 
d’expression inductible du cluster mir-302a-d, que l’expression de miR-302 suffit, à partir d’un 
certain seuil, pour reprogrammer des cellules humaines du follicule pileux en iPSC (Lin et al., 
2011). Tandis que Lin et al. montrent que le mécanisme passe par la répression par miR-302 de 
régulateurs épigénétiques permettant une déméthylation globale du génome, Subramanyam et 
al. montrent que miR-302 et miR-372 augmentent la reprogrammation en régulant plusieurs 
cibles intervenant également dans la régulation épigénétique mais aussi le cycle cellulaire ou 
encore la transition « MET » (mésenchyme-épithéliale). Ces résultats indiquent que quelques 
miRNAs jouent un rôle clé dans le maintien des caractéristiques des cellules souches 
pluripotentes en ciblant plusieurs voies de signalisation cellulaires.  
 
De même, la transfection d’un miRNA spécifique d’un tissu, comme miR-1 (spécifique du muscle 
et du cœur) ou miR-124 (spécifique du cerveau) dans des cellules HeLa, modifie le profil 
d’expression des ARNm vers celui du tissu en question, avec une centaine de transcrits réprimés 
enrichis en cibles prédites du miRNA transfecté (Lim et al., 2005). Certains miRNAs spécifiques 
d’un tissu sont donc capables de modifier l’expression de nombreux gènes, jouant ainsi un rôle 
dans la définition de l’identité tissulaire.  
 
Les miRNAs étant capables de cibler plusieurs dizaines de cibles, et les ARNm pouvant eux-
mêmes être ciblés par plusieurs miRNAs, ces exemples montrent que les interactions entre 
miRNAs et cibles peuvent être vues comme un réseau où quelques miRNAs spécifiques assurent 
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II. Micro-ARNs et cancer 
 
 
La tumorigenèse, de la transformation cellulaire à la formation de tumeurs cancéreuses, est un 
processus complexe nécessitant que des cellules somatiques normales acquièrent un certain 
nombre de caractéristiques. Celles-ci ont été répertoriées et complétées récemment par 
Hanahan et Weinberg (Hanahan and Weinberg, 2011). La caractéristique principale des cellules 
cancéreuses est leur capacité à proliférer de manière incontrôlée et infinie. Cette capacité est le 
résultat de : un signal de prolifération soutenu, l’échappement aux signaux inhibiteurs de 
prolifération, une résistance à la mort cellulaire et une immortalisation réplicative. L’acquisition 
de ces caractéristiques a longtemps été associée à des gains et/ou pertes d’expression de gènes 
codant pour des protéines (activation d’oncogènes et/ou inactivation de suppresseurs de 
tumeurs), au travers de modifications génétiques (mutations, délétions ou amplifications 
chromosomiques…) ou épigénétiques (méthylation des promoteurs). La découverte du rôle 
important des miRNAs dans des processus biologiques comme la prolifération, la différentiation 
ou l’apoptose, ainsi que le fait qu’environ 50% des gènes humains codant pour des miRNAs sont 
localisés au niveau de sites chromosomiques fragiles ou dans des régions chromosomiques 
fréquemment altérées (déletées ou amplifiées) dans les cancers (Calin et al., 2004b), implique 
que la dérégulation de leur expression puisse intervenir dans les pathologies néoplasiques. Ce 
chapitre décrira donc le lien entre miRNAs et cancer, l’expression des miRNAs ainsi que celle 
d’acteurs de la voie miRNA étant effectivement dérégulées dans les cancers, et certains miRNAs 
se comportant individuellement comme des oncogènes ou des suppresseurs de tumeurs in vivo.  
II.1 Profils d’expression des micro-ARNs dans les cancers 
II.1.1 Profils et signatures d’expression  
 
De nombreuses études d’analyse globale de l’expression des miRNAs dans les cancers ont été 
réalisées grâce au développement et à l’utilisation de puces, au clonage et séquençage des petits 
ARNs, à de la RT-PCR quantitative en temps réel ou au développement de méthodes à façon. 
Concernant les techniques expérimentales pour l’étude des miRNAs, il faut garder à l’esprit 
qu’elles se sont développées en parallèle de l’avancement des connaissances sur les miRNAs au 
cours des dix dernières années. Beaucoup des études ayant établi des profils d’expression des 
miRNAs ont utilisé des puces avec hybridation sur des sondes oligonucléotidiques. Plusieurs 
différences avec les puces mesurant l’expression des ARNm font que l’utilisation de cette 
méthode pour les miRNAs a présenté des limites. Tout d’abord, la normalisation de l’expression 
se fait généralement par rapport à l’expression médiane de toute la puce, ce qui, compte-tenu du 
faible nombre de miRNAs testés (quelques centaines) et du faible nombre parmi ceux-ci qui 
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s’expriment significativement, n’est pas approprié. De plus la petite taille des miRNAs (20-22 nt) 
pose plusieurs problèmes, dont celui de la spécificité de l’appariement, avec beaucoup de 
miRNAs qui diffèrent de un ou deux nucléotides seulement.  Cette petite taille pose également un 
problème de Tm (« melting temperature » ou température d’hybridation) qui varie beaucoup en 
fonction de la composition en bases. Dans le cas des ARNm, leur longueur permet de choisir pour 
les sondes de la puce des régions spécifiques et dont la composition en base va être homogène 
pour avoir le même Tm pour toute la puce. La taille des miRNAs ne laisse pas cette liberté et 
peut avoir pour conséquence que certains s’hybrident mieux que d’autres. L’utilisation des puces 
a tout de même permis d’obtenir des résultats intéressants mettant en évidence des miRNAs 
sur- et sous-exprimés dans certains types tumoraux mais ont peut-être laissé passer des 
différences d’expression plus subtiles à cause des limites décrites.   
 
Quelques études ont réalisé des analyses comparatives des profils d’expression des miRNAs 
dans les tissus tumoraux en général par rapport aux tissus normaux (Lu et al., 2005; Volinia et 
al., 2006; Navon et al., 2009; Wang et al., 2010b). Lu et al. ont pour cela développé une technique 
de cytométrie de flux basée sur des micro-billes imprégnées de mélanges variables de deux 
marqueurs fluorescents et couplées à des sondes oligonucléotidiques complémentaires aux 
miRNAs, de sorte que chaque couleur de bille corresponde à un miRNA (Lu et al., 2005). Les 
miRNAs exprimés dans les échantillons sont amplifiés par RT-PCR avec un primer biotinylé, 
hybridés aux billes, puis marqués en fluorescence par la fixation de streptavidine-
phycoérythrine, l’intensité de la phycoérythrine correspondant donc à la quantité du miRNA. 
L’analyse de l’expression de 217 miRNAs dans 334 leucémies et tumeurs solides montre que 
l’expression des miRNAs permet de classer les types de cancers en fonction du tissu d’origine et 
du stade de différentiation. L’expression des miRNAs permet aussi de distinguer les tissus 
tumoraux des tissus normaux avec une majorité de miRNAs diminuée dans les cancers par 
rapport aux tissus normaux (Figure 11). L’étude menée par Volinia et al. analyse, par 
hybridation sur puce, l’expression de 228 miRNAs dans 363 échantillons correspondant à 6 
types de tumeurs solides et 177 échantillons de tissus normaux. Une analyse de classification 
hiérarchique montre, comme Lu et al., que l’expression des miRNAs permet de classer les 
échantillons tumoraux en fonction de leur tissu d’origine, ce qui est cohérent avec l’existence de 
miRNAs hautement tissu-spécifiques comme cela a été décrit dans la première partie de ce 
manuscrit. Les résultats montrent aussi que les cellules cancéreuses ont un profil d’expression 
différent des cellules normales, avec 26 miRNAs significativement surexprimés et 17 sous-
exprimés. Ils identifient une signature d’expression permettant de distinguer les échantillons 
tumoraux des tissus normaux, et n’y conservent que les miRNAs communs à au moins 3 types 
tumoraux de manière à éliminer les miRNAs exprimés différentiellement car spécifiques d’un 
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tissu. Parmi les miRNAs les plus surexprimés dans les cancers par rapport aux tissus normaux, 
ils identifient plusieurs miRNAs oncogènes (voir II.2. micro-ARNs suppresseurs de tumeurs et 
oncogènes), comme miR-21, miR-17-5p, miR-20a, miR-92 et miR-155. Les résultats de Volinia et 
al. diffèrent donc en partie de ceux de Lu et al. qui montrent une diminution de la majorité des 
miRNAs dans les cancers par rapport aux tissus normaux. Notons cependant que les méthodes 
utilisées sont très différentes puisque Volinia et al. utilisent des puces pour l’analyse des 
miRNAs, avec les limites déjà décrites que présente cette technique. Lu et al. utilisent quant à 
eux un contrôle interne (miRNA synthétique ajouté dans l’échantillon) avec leur méthode de 
micro-billes analysées en cytométrie de flux. Ils comparent exclusivement l’ensemble des tissus 
tumoraux par rapport à l’ensemble des tissus normaux, ce qui leur permet de pointer la 
diminution globale des miRNAs, mais ne font pas une analyse tissu par tissu, qui leur aurait 
peut-être permis de mettre en évidence la surexpression de certains miRNAs spécifiques à 
certains types tumoraux. Une étude menée par Ozen et al. utilise des puces pour établir les 
profils d’expression des miRNAs dans 16 échantillons tumoraux et 10 échantillons normaux de 
prostate (Ozen et al., 2008). Cette étude montre que seulement 85 miRNAs sur 480 testés sont 
détectables et que l’expression de 76/85 miRNAs sont diminués dans les tumeurs par rapport 
aux tissus normaux. Dans leur étude, les auteurs comparent leurs résultats avec les données de 
Lu et al. (2005) et celles de Volinia et al. (2006) concernant les échantillons de prostate (Figure 
11). S’ils retrouvent la diminution globale montrée par Lu et al., cette comparaison permet de 
visualiser que les résultats obtenus par Volinia et al. sont en revanche différents. Les auteurs 
proposent plusieurs différences dans le protocole expérimental pouvant expliquer les 
différences de résultats, notamment la méthode de purification de l’ARN, Volinia et al. purifiant 
l’ARN total y compris les pre-miRNAs qui peuvent s’apparier sur les sondes de la puce utilisée 
(Liu et al., 2004a), tandis que les deux autres études purifient les petits ARNs. De plus, l’origine 
des tissus contrôles non tumoraux n’est pas la même puisque dans le cas de Ozen et al. ils 
proviennent de zones périphériques chez les mêmes patients qui ont subi une prostatectomie, 
tandis que ceux de Volinia et al. proviennent d’autres personnes n’ayant pas de cancer de la 
prostate. Cet exemple illustre bien les différences de résultats obtenus parmi toutes les études 
de profils d’expression, dépendamment de la méthode utilisée et de beaucoup d’autres facteurs 
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Figure 11 : Diminution de la majorité des miRNAs dans les tissus tumoraux. A) Profils 
d’expression obtenus par Lu et al. avec la technique des micro-billes analysées en cytométrie de flux 
pour les miRNAs exprimés différentiellement dans les tissus normaux (gauche) par rapport aux tissus 
tumoraux (droite), en rouge les miRNAs fortement exprimés, en bleu les miRNAs faiblement exprimés 
(D’après Lu et al., 2005). B) Profils d’expression obtenus par analyse sur puce pour 85 miRNAs 
exprimés dans 10 échantillons normaux et 16 échantillons tumoraux de prostate (à gauche) par Ozen 
et al. et comparaison avec les résultats obtenus par Lu et al. (2005) (milieu) et Volinia et al. (2006) (à 
droite) sur des échantillons de prostate (D’après Ozen et al., 2007). N=normal, T=tumoral. 
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D’autres études ont réalisé des comparaisons de l’expression des miRNAs dans les cancers en 
général par rapport aux tissus normaux, cherchant à identifier des miRNAs potentiellement 
oncogènes ou suppresseurs de tumeurs. Wang et al. ont mis en commun et ré-analysé les 
résultats de puces de 28 études comparant l’expression des miRNAs dans un type tumoral donné 
par rapport au tissu normal correspondant (Wang et al., 2011). La mise en commun de ces 28 
études inclut 16 types tumoraux différents. Wang et al. montrent que 52 miRNAs sont exprimés 
différentiellement dans les tumeurs en général par rapport aux tissus normaux, dont 29 
diminués et 23 induits. Parmi ceux-ci, on retrouve plusieurs miRNAs appartenant aux mêmes 
familles comme 125a/b qui sont diminués, ou miR-103/107 et des membres des clusters de la 
famille miR-17-92 (18a/b, 25/92a, et 17-5p/20/93/106) (Figure 12) qui sont induits et dont il 
sera question plus tard dans le manuscrit pour leurs rôles dans la tumorigenèse. Wang et al. 
montrent également que certains miRNAs sont spécifiquement dérégulés par type de cancer. 
Une autre étude compare 28 paires de tissus normaux et tumoraux correspondant à 8 types de 
cancers différents pour identifier des miRNAs sur- ou sous-exprimés dans les cancers en général 
(Navon et al., 2009). L’analyse sur puce de plus de 700 miRNAs met en évidence 41 miRNAs 
surexprimés et 17 sous-exprimés dans les cancers. Parmi les miRNAs surexprimés, ils 
retrouvent encore tous les membres du cluster oncogénique mir-17-92. Une autre étude a 
mesuré par qRT-PCR en temps réel l’expression de 241 miRNAs dans les 59 lignées cellulaires 
cancéreuses humaines du panel NCI-60 et les a comparées aux expressions dans 13 tissus 
normaux (Gaur et al., 2007). La classification des échantillons basée sur l’expression des miRNAs 
donne six groupes dont deux rassemblent tous les tissus normaux. Les lignées cancéreuses sont 
majoritairement regroupées en fonction du tissu d’origine notamment les lignées d’origine 
hématopoïétique, du système nerveux, du côlon, et les mélanomes. En revanche, des disparités 
au sein d’un même type tumoral sont mises en évidences par le fait que les lignées tumorales de 
sein, de poumon, des ovaires et de la prostate ne sont pas toutes regroupées par type de tissu. 
L’étude montre que 81 miRNAs suffisent à distinguer significativement les différents groupes et 
à refaire la classification. Parmi ces 81 miRNAs, certains sont exprimés spécifiquement à un type 
tumoral et constituent des signatures d’expression permettant de distinguer ce type tumoral des 
autres lignées. De plus, l’étude montre encore une fois que l’expression des miRNAs est 
majoritairement diminuée dans les lignées cancéreuses par rapport aux tissus normaux même 
si, dans ce cas, la diminution globale dans les lignées pourrait être une conséquence de la culture 
in vitro.  
 
Les très nombreuses études ayant comparé l’expression des miRNAs dans un type tumoral 
particulier par rapport au tissu normal correspondant montrent toutes que le profil des miRNAs 
dans les tumeurs est significativement différent de celui des cellules normales provenant du 
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même tissu, et permettent généralement de dégager une signature d’expression de quelques 
miRNAs différentiellement exprimés caractérisant le type tumoral. Compte-tenu du très grand 
nombre d’études ayant réalisé des profils d’expression dans les cancers, les exemples de profils 
de miRNAs réalisés dans les cancers du sein sont répertoriés dans le Tableau 1 ci-dessous. Cet 
exemple illustre bien l’évolution des techniques utilisées, allant des puces au séquençage haut 
débit. De plus, le cancer du sein est très hétérogène avec, entre autres, une distinction des 
tumeurs basée sur les profils moléculaires en 5 sous-types tumoraux : normal, luminal A, 
luminal B, ErbB2+ (ou HER2+ = « Human Epidermal growth factor Receptor 2 »), et basal (Sorlie 
et al., 2001). Les types luminaux sont associés à l’expression des récepteurs hormonaux 
(hormonaux-dépendants), notamment le récepteur aux œstrogènes (ER+), à des grades bas et à 
une évolution plutôt favorable. Par opposition, les types basaux, assimilés aux « triples-
négatifs », c’est-à-dire ER-/PR-/ErbB2- ou hormonaux-indépendants, sont plus agressifs et 
invasifs, de haut grade et de pronostic défavorable. Plusieurs études présentées dans le Tableau 
1 montrent que non seulement les profils d’expression des miRNAs permettent de distinguer les 
tumeurs des tissus normaux, mais aussi que certaines signatures de miRNAs sont associées à 
certains sous-types tumoraux, aux statuts des récepteurs hormonaux, à l’apparition de 
métastases et parfois même à un pronostic. Malgré des différences dans les résultats obtenus, 
liées aux différentes techniques utilisées, aux différents échantillons, ou aux différences de 
comparaisons faites, certains résultats sont communs à plusieurs études. Tout d’abord, miR-21 
ressort comme le plus surexprimé dans les tumeurs par rapport aux tissu normaux (Iorio et al., 
2005; Yan et al., 2008; Farazi et al., 2011), et son expression est associée à des stades avancés et 
à un pronostic défavorable de survie (Yan et al., 2008). L’expression de miR-155 est également 
augmentée dans les tumeurs par rapport aux tissus normaux (Iorio et al., 2005; Yan et al., 2008). 
Ces deux miRNAs seront décrits dans le chapitre suivant comme des miRNAs oncogènes. Les 
expressions de miR-210 et miR-128a sont significativement associées dans plusieurs études à 
l’apparition de métastases (Foekens et al., 2008), ou à un pronostic défavorable de survie (Buffa 
et al., 2011; Rothe et al., 2011). Les expressions de miR-125 et miR-145 sont diminuées dans les 
tumeurs du sein par rapport au tissu normal (Iorio et al., 2005; Farazi et al., 2011). Enfin, notons 
que l’étude de Farazi et al., basée sur le séquençage à haut débit, indique ne pas trouver de 
diminution globale de l’expression des miRNAs dans les tumeurs du sein étudiées par rapport 
aux tissus normaux. 
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- 29 miRNAs exprimés différentiellement dans les tissus tumoraux par rapport 
aux tissus normaux. Une classification basée sur ces 29 miRNAs sépare 
clairement tissus normaux des tissus tumoraux,  parmi lesquels les plus 
dérégulés sont miR-155 et miR-21 induits, et miR-125b, miR-145 et miR-10b 
diminués
- Une signature d'expression de 15 miRNAs suffit pour prédire si le tissu est 
tumoral ou normal
- Identification de signatures d'expression significativement associées à:  
expression des récepteurs hormonaux ER (+ ou -) et PR (+ ou -) (ER = récepteur 
aux oestrogènes et PR= récepteur à la progéstérone), stade tumoral, invasion 
des ganglions lymphatiques, insavion vasculaire, index de prolifération, statut 
p53 (+ ou -)
- La classification non supervisée distingue 3 groupes correspondant aux 
différents statuts ErbB2, ER mais aussi PR.
- 43 miRNAs significativement surexprimés dans les cancers ErbB2+ par rapport 
à ErbB2-; 43 miRNAs significativement surexprimés dans les cancers ER+ par 
rapport à ER- et 46 surexprimés dans les cancers PR+ par rapport à PR-.
- La comparaison des 3 signatures révèle un sous-groupe de miRNAs spécifiques 
au statut ErbB2 (let-7f, let-7g, miR-107, miR-10b, miR-126, miR-154, et miR-
195), et un sous-groupe spécifique au statut ER/PR (miR-142-5p, miR-200a, miR-
205 et miR-25)
- La classification hiérarchique non supervisée montre des profils d'expression 
différents entre les échantillons ER+ et les échantillons ER-
- Les profils d'expression des miRNAs utilisés pour établir une discrimination 
entre les cancers de type basal et de type luminal A, les deux sous-types les plus 
représentés dans les échantillons.  Les profils d'expression des ARNm et des 
miRNAs de 5 tumeurs du sein d'une étude indépendante (Lu et al., 2005) sont 
utilisés pour établir à partir des ARNm que 3 tumeurs sont de type basal et deux 
de type luminal A. La discrimination basée sur l'expression des miRNAs permet 
de classer correctement les 5 tumeurs en type basal ou luminal A.
- expression de 31 miRNAs significativement associée à un sous-type tumoral, 
au statut ER ou au grade. Une majorité est exprimée dans les tumeurs moins 
agressives, de grade 1, et ER+. D'autres sont plutôt associés au tumeurs plus 
agressives, de grade 3 et ER-.
a/ Puce 
a/ 8 échantillons de cancer 
du sein
a/ tissu normal 
adjacent 
correspondant
a/ 9 miRNAs surexprimés dans les échantillons tumoraux par rapport au tissu 
normal correspondant (miR-21, miR-365, miR-181b, let-7f, miR-155, miR-29b, 
miR-181d, miR-98, miR-29c) et 6 sous-exprimés (miR-497, miR-31, miR-355, 
miR-320, miR-127 et miR-30a-3p). La classification hiérarchique non supervisée 
basée sur ces miRNAs distingue clairement les tissus tumoraux des tissus 
normaux.
b/ qRT-PCR en 
temps réel sur 
miR-21 (le plus 
surexprimé)
b/113 échantillons de 
cancers du sein
b/-
b/ La formation de 2 groupes basés sur la faible ou forte expression de miR-21 
montre une association significative entre l'expression élevée de miR-21 et les 
stades avancés, l'invasion des ganglions lymphatiques ainsi qu'un mauvais 
pronostic de survie







Set de Applied 
Biosystems)
185 échantillons ER+ et 114 
ER-, sans invasion des 
ganglions lymphatiques. 
34% des patients ont 
développé une métastase 
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- Mesure de la quantité absolue de miRNAs dans un sous-groupe de 31 
échantillons: pas de diminution globale des miRNAs dans les tumeurs par 
rapport aux tissus normaux.
- Les profils d'expression sont réalisés pour 179 échantillons avec suffisamment 
de séquences lues et les 6 lignées cellulaires. La classification hiérarchique non 
supervisée sépare les tissus normaux des tissus tumoraux. Parmi les tissus 
tumoraux, certains sont regroupés en petits sous-groupes correspondant à un 
récepteur hormonal positif, ainsi qu'aux tumeurs triples négatives. 
- miRNAs individuels ou clusters exprimés différentiellement entre les tumeurs 
Her2+ invasives, non invasives et les tissus normaux:                                
       ==> miR-21 est le plus surexprimé dans les tumeurs par rapport aux tissus 
normaux, puis miR-142-3p et -5p, qui sont aussi surexprimés dans les tumeurs 
invasives par rapport aux non invasives (miR-142 étant spécifique du lignage 
hémétopoiëtique, ceci reflète probablement un changement de la composition 
cellulaire).                                                
       ==> miR-22, des membres des clusters miR-98/let-7 (familles miR-125, miR-
99, let-7), le cluster miR-143/145 (peut-être lié à la présence de tissu adipeux 
dans les biopsies), miR-378, miR-497, miR-320 et des membres du cluster miR-
144 (miR-144, miR-451) sont diminués dans les tumeurs.
- les tumeurs triples négatives se caractérisent par une augmentation de 
l'expression de membres de la famille miR-19 (familles clusters miR-17-92), miR-
205 et miR-146, et une diminution de miR-451, par rapport aux autres tumeurs
- Une augmentation de miR-423-5p et -3p et miR-375 ainsi qu'une diminution 
de miR-184 sont significativement associées au développement d'une 
métastase
- Identification de signatures d'expression miRNA associées à un pronostic: 
         ==> Une expression élevée de miR-767-3p, miR-128a et/ou miR-769-3p 
est associée à un mauvais pronostic dans les tumeurs ER+, tandis qu'une 
expression élevée de miR-135a est associée à un bon pronostic
        ==> Une expression élevée de miR-27b, miR-144 et/ou miR-210 est 
associée à un mauvais pronostic dans les tumeurs ER-, tandis qu'une expression 
élevée de miR-342, miR-150 et/ou miR-30c est associée à un bon pronostic. 
miR-27b, -210, -144 et -342 sont confirmés par qRT-PCR.
      ==> miR-342, miR-27b et miR-150 sont aussi associés à un pronostic dans 
les tumeurs triples négatives
- Comparaison avec les facteurs clinicopathologiques et les signatures 
d'expression obtenues à partir des ARNm: miR-210 est associé à la signature 
d'hypoxie, de prolifération, de l'invasion nodale, au statut ER+, et au grade.miR-
128a est associé au statut ER+. miR-135a est inversement corrélé avec la 
signature de prolifération, et miR-27b est associé à la signature d'invasion
- L'expression de miRNAs avec une valeur pronostique ou associés à un facteur 
clinicopathologique corrèle avec une diminution des cibles prédites 
correspondantes, principalement pour miR-128a, miR-144 et miR-210.
-
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Tableau 1 : Etudes de profils d’expression des miRNAs dans les cancers du sein.  Résumés des résultats 
obtenus par des études ayant réalisé des analyses d’expression des miRNAs à grande échelle dans les cancers du 
sein. (ER= récepteur aux œstrogènes, PR = récepteur à la progestérone, ErbB2 = HER2 = « Human Epidermal 
growth factor Receptor 2 »). 
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Par ailleurs, l’analyse de l’expression des miRNAs avec la technique des micro-billes en 
cytométrie de flux de Lu et al. (2005) permet de distinguer les différentes étapes de la 
tumorigenèse dans un modèle murin où l’expression de l’antigène T de SV40 dans les cellules 
pancréatiques β entraine le développement de tumeurs pancréatiques neuroendocrines (Olson 
et al., 2009). Ce modèle reconstitue différentes étapes du développement tumoral avec d’abord 
une hyperplasie, puis un « switch » angiogénique (production par les cellules tumorales de 
facteurs permettant la néovascularisation de la tumeur), puis la formation d’une tumeur solide, 
tumeur qui devient ensuite invasive et parfois aboutit à la formation de métastases. L’étude 
montre que des signatures de miRNAs sur- et sous-exprimés permettent de distinguer chaque 
étape de la tumorigenèse de l’étape qui la précède. La plupart des miRNAs différentiellement 
exprimés à chaque nouvelle étape sont induits. Par exemple, le stade hyperprolifératif de 
l’hyperplasie est caractérisé par 9 miRNAs induits dont miR-155 et 6 qui appartiennent à la 
famille des clusters miR-17-92. On retrouve aussi miR-21 qui fait partie de la signature du stade 
angiogénique. 34 miRNAs au total distinguent le stade de tumeur solide des cellules normales, 
mais beaucoup de ces modifications d’expression ont lieu aux stades plus précoces. En séparant 
différents types cellulaires en FACS (« Fluorescence Activated Cell Sorting ») en fonction des 
marqueurs exprimés, les auteurs montrent que certains miRNAs, dont miR-155, sont exprimés 
spécifiquement dans les cellules hématopoïétiques qui infiltrent généralement les tumeurs aux 
stades angiogénique et de tumeur solide. Ainsi, certains miRNAs des signatures d’expression 
pourraient refléter une inflammation, une infiltration de cellules du système immunitaire, ou 
plus généralement une modification dans la composition cellulaire de la tumeur. Enfin, les 
métastases dans le foie ont une signature différente marquée, et 4 tumeurs pancréatiques sur les 
39 testées ont un profil plus proche de celui des métastases que des autres tumeurs. Deux de ces 
tumeurs sur 4 proviennent de souris qui ont effectivement développé des métastases, ce qui 
suggère que certaines tumeurs primaires posséderaient des marqueurs d’une tendance à 
métastaser. La signature métastatique se caractérise notamment par une diminution des 
membres de la famille miR-200 (a, b, c, miR-141 et miR-429). Or, les miRNAs de la famille  
miR-200 inhibent la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) (Gregory et al., 2008; Park et 
al., 2008). Ce type de transition a lieu physiologiquement au cours du développement et lors de 
la réparation des tissus. Dans les tumeurs, la transition vers un phénotype mésenchymateux 
favorise la migration et l’invasion, donc un phénotype tumoral plus agressif. 
II.1.2 Applications en clinique 
 
La plupart des études ayant réalisé des profils d’expression dans les cancers cherchent à 
conclure sur la signification biologique de la sur- ou sous-expression de tel ou tel miRNA qui 
pourrait agir comme un oncogène ou un suppresseur de tumeur. Bien qu’il y ait une signification 
  65 
biologique dans certains cas comme nous le verrons un peu plus loin, l’intérêt de l’existence de 
signatures d’expression des miRNAs caractéristiques d’un tissu, d’un type tumoral, de différents 
sous-types de tumeurs au sein d’un même cancer, d’un stade de différentiation, d’un stade de la 
tumorigenèse, de l’agressivité des tumeurs, réside surtout dans des applications diagnostiques 
et pronostiques prometteuses.  
 
Comme nous l’avons décrit dans les cancers du sein (Tableau 1), certaines études ayant réalisé 
des profils d’expression montrent que des signatures d’expression de miRNAs sont 
significativement associées à un pronostic ou à l’apparition de métastases et pourraient donc 
servir de marqueurs pronostiques (Calin et al., 2005; Yanaihara et al., 2006; Bloomston et al., 
2007; Foekens et al., 2008; Yan et al., 2008; Buffa et al., 2011; Farazi et al., 2011; Rothe et al., 
2011).  D’autres études ont étudié la valeur pronostique de miRNAs particuliers, comme le cas 
de let-7 dans les cancers du poumon (Takamizawa et al., 2004). L’étude de Takamizawa et al. 
montre, grâce à une classification hiérarchique non supervisée de 143 échantillons provenant de 
résections potentiellement curatives, qu’une expression réduite de let-7 est significativement 
associée à une durée de survie plus courte après la résection, et constitue donc un indicateur de 
pronostic défavorable. 
 
Par ailleurs, plusieurs études montrent que les signatures de miRNAs spécifiques du tissu 
d’origine peuvent être exploitées pour déterminer l’origine tissulaire de tumeurs peu 
différenciées d’origine inconnue.  Ces tumeurs sont souvent des métastases dont la tumeur 
primaire n’a pas été identifiée et dont l’origine ne peut pas être déterminée histologiquement  
(3-5% des cas de cancers) (Pavlidis and Fizazi, 2005). Le manque de diagnostic pose problème 
pour établir un traitement adapté. Ainsi, l’analyse de l’expression globale des miRNAs dans les 
tissus tumoraux réalisée par Lu et al. montre que le profil d’expression des miRNAs peut être 
utilisé pour classer des tumeurs peu différenciées dont l’origine tissulaire n’a pas pu être 
déterminée histologiquement mais dont le contexte anatomique a permis un diagnostique 
clinique (soit une tumeur primaire dans un organe donné soit une métastase d’une tumeur 
primaire préalablement identifiée) (Lu et al., 2005). Ainsi, en utilisant des tumeurs plus 
différenciées pour établir des classificateurs basés sur les profils d’expression des miRNAs d’une 
part et des ARNm d’autre part, Lu et al. montrent que l’expression des miRNAs permet de classer 
correctement 12 tumeurs d’origine incertaine sur 17, contre seulement une avec le classificateur 
basé sur les ARNm. Cette approche est confirmée par une étude plus récente de Rosenfeld et al. 
cherchant une méthode plus fiable que la classification basée sur l’expression des ARNm afin 
d’identifier l’origine tissulaire de cancers métastatiques d’origine primaire inconnue (Rosenfeld 
et al., 2008). Les auteurs utilisent les profils d’expression sur puce des miRNAs de 336 
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échantillons tumoraux (333 fixés au formol et inclus en paraffine et 3 échantillons récemment 
congelés), correspondant en tout à 22 types tumoraux différents, pour établir un algorithme de 
classification des échantillons se basant sur 48 miRNAs. Dans un test en aveugle effectué sur 83 
des échantillons, cet algorithme permet de classer correctement 89% des échantillons et 85% 
des échantillons métastatiques dont le classement est prédit par l’algorithme des auteurs et par 
un autre algorithme (haute confiance de la prédiction). A l’aide d’une approche similaire, 
Ferracin et al. analysent l’expression sur puce des miRNAs dans 40 tumeurs primaires 
représentant 10 types tumoraux différents et établissent un classificateur basé sur l’expression 
de 47 miRNAs permettant de discriminer chaque type tumoral (Ferracin et al., 2011). 
L’utilisation de ce classificateur permet de classer correctement 100% des tumeurs primaires et 
78% des tumeurs métastatiques testées. Ferracin et al. utilisent ensuite les données 
d’expression de l’étude de Rosenfled et al. citée ci-dessus afin de montrer que le classificateur 
établi permet de classer correctement les tumeurs d’une étude indépendante.  Enfin, le 
classificateur est utilisé pour établir une hypothèse d’origine tissulaire pour 16 cancers d’origine 
primaire inconnue. Dans 12 cas sur 16, une prédiction est établie avec une forte probabilité et 
dans plusieurs cas, la prédiction établie est cohérente avec les hypothèses émises mais non 
vérifiées des cliniciens.  
 
Ainsi, les démonstrations qui ont été faites de l’utilisation possible des miRNAs comme 
marqueurs pronostiques ou diagnotiques dans les tumeurs suggèrent qu’une fois les techniques 
normalisées et financièrement accessibles, les miRNAs pourront être utilisés couramment et 
constituer un apport majeur en clinique. 
 
II.2 Perturbation globale de la voie micro-ARN dans les cancers 
II.2.1 Diminution de la majorité des micro-ARNs 
 
Plusieurs études montrent donc une diminution de la majorité des miRNAs matures dans les 
tissus tumoraux par rapport aux tissus normaux (Lu et al., 2005; Gaur et al., 2007; Ozen et al., 
2008). L’étude de Lu et al. propose que ce phénomène puisse refléter un état de dé-
différentiation des tumeurs. En effet, comme cela a déjà été mentionné dans la première partie 
de cette introduction (Strauss et al., 2006), Lu et al. confirment, en induisant la différentiation de 
la lignée de leucémie myéloïde HL-60 avec de l’acide rétinoïque, que de nombreux miRNAs sont 
induits lors de la différentiation (Lu et al., 2005). Par ailleurs, les travaux de Thomson et al. 
montrent qu’au cours du développement chez la souris, un certain nombre de miRNAs sont 
effectivement induits (Thomson et al., 2006). Pour certains, il existe une corrélation entre le 
niveau du pri-miRNA et celui du miRNA mature, suggérant une induction au niveau 
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transcriptionnel, mais pour beaucoup, dont les miRNAs de la famille let-7, le niveau de pri-
miRNA reste relativement constant tandis que le niveau de pre-miRNA et de miRNA mature ne 
sont induits que tardivement au cours du développement, suggérant une régulation de la 
maturation par le microprocesseur. L’étude de Thomson et al. reprend ensuite les résultats de 
Lu et al. concernant l’expression des miRNAs dans les cancers et les compare aux données d’une 
puce mesurant les ARNm des mêmes échantillons, dans 22 cas où le transcrit primaire du 
miRNA est mesuré sur la puce à ARNm. La classification hiérarchisée basée sur ces 22 miRNAs 
permet de séparer les tissus tumoraux des tissus normaux avec, comme dans l’étude de Lu et al., 
une diminution des miRNAs matures dans les cancers. En revanche, tandis qu’il existe une 
corrélation entre l’expression des pri-miRNAs et celle des miRNAs matures dans les tissus 
normaux, l’expression des pri-miRNAs dans les tissus tumoraux ne reflète pas celle des miRNAs 
matures et ne montre pas de diminution globale. Les auteurs proposent que ce phénomène 
reflète, comme dans les cellules non différenciées, un blocage de la maturation d’une majorité de 
miRNAs par le microprocesseur dans les cancers. Comme décrit dans la première partie de 
l’introduction, on sait aujourd’hui que le facteur de pluripotence lin-28 est capable d’inhiber la 
maturation des miRNAs de la famille let-7 par le microprocesseur (Piskounova et al., 2008; 
Viswanathan et al., 2008; Newman and Hammond, 2010). Ce mécanisme fournit un exemple de 
régulation de la maturation par le microprocesseur au cours du développement et dans les 
cancers, lin-28 agissant comme un oncogène (Viswanathan et al., 2009).  
 
Un autre mécanisme de régulation de la maturation par le microprocesseur en lien avec le 
cancer a été décrit par Suzuki et al. qui montrent que la protéine p53 est capable de s’associer au 
microprocesseur pour favoriser la maturation de certains pri-miRNAs (Suzuki et al., 2009). p53 
est la protéine suppresseur de tumeur la plus couramment mutée ou délétée dans les cancers 
humains et responsable en cas de stress de l’induction de gènes permettant l’arrêt du cycle 
cellulaire, la réparation de l’ADN en cas de dommages, l’apoptose ou encore la sénescence en 
fonction du contexte, évitant ainsi la transmission de mutations ou d’anomalies 
chromosomiques (Soussi and Beroud, 2001). Lorsque Suzuki et al. mènent cette étude, il a déjà 
été montré que p68 (DDX5), une protéine associée au microprocesseur, peut interagir 
directement avec p53 (Bates et al., 2005). Suzuki et al. montrent que, après induction de 
dommages à l’ADN par traitement à la doxorubicine, et donc induction de p53, l’expression de 
certains miRNAs est induite. Certains miRNAs, comme miR-34a, sont induits directement au 
niveau transcriptionnel. En effet, la famille miR-34 est connue pour être une cible 
transcriptionnelle de p53 (He et al., 2007). D’autres miRNAs (miR-15a, miR-16-1, miR-23a,  
miR-26a, miR-103, miR-143, miR-145, miR-203 et miR-206) sont induits au niveau du pre-
miRNA et du miRNA mature mais pas au niveau du pri-miRNA, et ce d’une manière dépendante 
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de la présence de p53, p68 et p72. Certains de ces miRNAs sont diminués dans les cancers (Calin 
et al., 2002; Michael et al., 2003; Iorio et al., 2005; Bueno et al., 2008; Kondo et al., 2008; Ozen et 
al., 2008; Farazi et al., 2011) et certains (miR-15a et -16-1) ont une activité démontrée de 
suppresseur de tumeur (Klein et al., 2010). Les auteurs montrent qu’après induction de 
dommages à l’ADN, p53 est induite, interagit directement avec le microprocesseur via p68 et 
p72, favorise l’association du microprocesseur avec pri-miR-16-1 et pri-miR-143 et leur 
maturation. Enfin, alors que l’introduction d’une version sauvage de p53 dans des cellules 
HCT116 (carcinome de colon) p53-/- augmente les niveaux d’expression des pre-miRNAs et 
miRNAs matures correspondant à miR-16-1, miR-143 et miR-206, l’introduction de versions 
mutées de p53 couramment retrouvées dans les cancers diminue au contraire significativement 
les niveaux de ces pre-miRNAs et miRNAs matures. De plus, ces versions mutées de p53 
diminuent l’association de p68 avec le microprocesseur, ce qui explique probablement leur effet 
négatif sur la maturation des pri-miRNAs en question. Cette étude fournit donc une autre 
hypothèse concernant la diminution de certains miRNAs dans les cancers ayant une version 
mutée de p53. 
 
En plus de la régulation de l’étape de maturation par le microprocesseur, la diminution de 
l’expression de certains miRNAs dans les cancers se fait directement par une répression 
transcriptionnelle. C’est ce que montre une étude s’intéressant aux miRNAs ciblés 
transcriptionnellement par l’oncogène c-myc (Chang et al., 2008b). Deux modèles de lymphomes 
induits par c-myc sont utilisés : des cellules B humaines immortalisées possédant une version 
inductible de c-myc (réprimé en présence de tétracycline) et un modèle murin de lymphome 
induit par le traitement au 4-hydroxytamoxifène entrainant l’expression d’une version de c-myc 
fusionnée au récepteur aux oestrogènes (ER) dans la moelle épinière. A l’aide d’une analyse sur 
puce confirmée par des northern-blots, les auteurs identifient des miRNAs induits ou réprimés 
par l’expression de c-myc. Hormis le cluster miR-17-92, déjà identifié par les auteurs comme 
étant induit par c-myc (O'Donnell et al., 2005) (voir II.3.2.1. miR-17-92), la majorité des miRNAs 
identifiés sont réprimés par l’expression de c-myc. Parmi ces miRNAs, on retrouve miR-15a et 
miR-16 ; miR-22 ; miR-26a et b ; miR-29a, b et c ; miR-34a ; miR-195 et la famille let-7, des 
miRNAs qui ont été trouvés mutés ou délétés dans les cancers (Calin et al., 2004a), et qui ont un 
rôle suppresseur de tumeur in vivo pour certains (miR-15a et -16, let-7) (voir II.3. micro-ARNs 
suppresseurs de tumeurs et oncogènes). Les auteurs confirment par ChiP que c-myc s’associe aux 
promoteurs des pri-miRNAs identifiés pour réprimer leur transcription. 
 
Malgré la diminution d’une majorité des miRNAs généralement observée dans les cancers, 
certains miRNAs sont surexprimés spécifiquement dans certains types tumoraux, comme le 
  69 
cluster miR-17-92 mentionné ci-dessus. Contrairement à la régulation négative de la maturation 
par le microprocesseur décrite précédemment, une étude menée par le laboratoire de Carlo 
Croce montre que la maturation de certains miRNAs est favorisée dans des leucémies aigues 
associées au réarrangement du gène MLL («mixed-lineage leukemia ») (ou ALL-1) (Nakamura et 
al., 2007). Ce gène, situé dans une région fréquemment réarrangée dans les leucémies, est 
retrouvé fusionné avec d’autres protéines, formant ainsi des protéines chimères oncogènes,  la 
fusion MLL-AF4 étant la plus couramment retrouvée (Bueno et al., 2011). Une analyse de 
l’expression des miRNAs sur puce montre que 18 miRNAs sont surexprimés dans les lignées 
cellulaires présentant un réarrangement du gène MLL, miR-191 en tête (Nakamura et al., 2007). 
Des expériences d’immunoprécipitation montrent que MLL-AF4 co-précipite avec Drosha, et que 
ce complexe immuno-purifié clive plus efficacement pri-miR-191 in vitro par rapport au 
complexe sans MLL-AF4. Des expériences de ChiP montrent que MLL-AF4 et Drosha sont 
associées au loci génomiques de pri-miRNAs dont l’expression est augmentée dans les leucémies 
avec le réarrangement MLL. Rappelons que le clivage par le microprocesseur est un processus 
co-transcriptionnel (Kim and Kim, 2007; Morlando et al., 2008). Les résultats de cette étude 
suggèrent donc, sans le démontrer formellement, que l’interaction de la protéine de fusion MLL-
AF4 avec le microprocesseur dans certaines leucémies aigues favorise le recrutement du 
microprocesseur au site de transcription de certains pri-miRNAs et par conséquent leur 
maturation. 
II.2.2 Anomalies d’expression d’acteurs de la voie de biogenèse des micro-ARNs 
 
En plus de la dérégulation des miRNAs, de nombreuses études (Tableau 2) montrent une 
dérégulation de l’expression de certains acteurs de la voie de biogenèse des miRNAs dans les 
cancers, parfois associées à un pronostic défavorable de survie. Cependant, les dérégulations 
diffèrent en fonction du type tumoral considéré. En effet, une faible expression de Dicer est 
associée à des stades avancés et/ou à un pronostic défavorable de survie dans les cancers du 
poumon, les neuroblastomes, les cancers de l’ovaire et les cancers du sein (Tableau 2). Au 
contraire, une surexpression de Dicer est associée à un pronostic défavorable dans les cancers 
colorectaux et à des stades plus avancés et métastatiques dans les cancers de la prostate ; et une 
surexpression de Drosha est associée au gain du chromosome 5p retrouvée dans 50% des 
cancers du col de l’utérus (Tableau 2). Dans certains types tumoraux, une diminution de 
l’expression d’acteurs directement impliqués dans la voie de biogenèse des miRNAs peut donc 
aussi participer à un effet de diminution globale de l’expression des miRNAs, comme cela a été 
montré dans le cas des neuroblastomes et dans les cancers de l’ovaire (Faggad et al., 2010; Lin et 
al., 2010) (Tableau 2). 
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Type de cancer échantillons
Protéine de la voie 
miRNA affectée
Technique utilisée




65 échantillons de 
neuroblastomes
Dicer                         
Drosha
qRT-PCR en temps réel
Une faible expression de Drosha ou 
Dicer est associée aux phénotypes de 
haut risque et à un pronostic 
défavorable de survie, ainsi qu'à une 
diminution globale des miRNAs
Lin et al., 2010
Endomètre
26 échantillons de 
carcinomes de l'endomètre et 
18 échantillons contrôles
Dicer                         
Drosha
qRT-PCR en temps réel
L'expression de Dicer est 
significativement diminuée dans les 
tissus tumoraux pas rapport aux tissus 
normaux
Torres et al., 2011
Foie
36 cas de cancers 
hépatocellulaires avec les 
tissus du foie adjacents non 
cancéreux
Dicer qRT-PCR en temps réel
L'expression de Dicer est diminuée 
dans le tissu tumoral par rapport au 
tissu normal aadjacent dans 34/36 cas 
mais n'est pas associé à des 
caractéristiques cliniques
Wu et al., 2011
111 cas de cancers de l'ovaire 
épithéliaux invasifs
Dicer                         
Drosha
qRT-PCR en temps réel
Les expressions de Dicer et Drosha 
sont diminuées significativement dans 
60% et 51% respectivement des 
échantillons tumoraux. L'expression 
faible de Dicer est associée avec un 
stade tumoral avancé. L'expression 
élevée à la fois de Drosha et Dicer est 
associée à une durée de survie plus 
élevée. 
Merritt et al., 2008
34 échantillons ovariens (10 
tissus normaux, 8 tumeurs 
bénignes, et 16 cancers 
ovariens)
Dicer RT-PCR semi-quantitative
L'expression de Dicer est diminuée 
dans les tumeurs bénignes et malignes 
par rapport aux tissus normaux, avec 
une diminution plus étendue dans les 
tumeurs de haut grade et stade elevé
Pampalakis et al., 
2009
140 cas de carcinomes 
ovariens primaires
Dicer Immunohistochimie
23,6% des cas de cancers ont un score 
négatif pour l'expression de Dicer. Une 
faible expression de Dicer est associée 
à une diminution globale des miRNAs 
et à un pronostic défavorable de survie
Faggad et al., 2010
a/ modèle cellulaire de 
progression du cancer du 
sein et lignées cellulaires                                                                                                         
b/ 104 cas de cancers du sein 
et 4 échantillons de tissu 
normal                                                                                                                          
c/86 échantillons de cancers 
du sein invasifs fixés au 
formol et inclus en paraffine, 
et 8 échantillons de tissu 
normal mammaire
Dicer
a/ western-blot et qRT-
PCR en temps réel    b/qRT-
PCR en temps réel et
western-blot                           
c/ immunohistochimie
a/ L'expression de Dicer est diminuée 
dans les cancers du sein avec un 
phénotype mésenchymateux, et les 
stades avancés et métastatiques                                                                                                                                 
b et c/ Une faible expression de Dicer 
est associée aux métastases, au statut 
des récepteurs hormonaux                         
(ER- et PR-) et à un pronostic 
défavorable de survie
Grelier et al., 2009
245 échantillons de cancers 
du sein invasifs provenant de 
patients recevant une 
chimiothérapie et 10 
échantillons de tissu normal 
mammaire
Dicer                         
Drosha
qRT-PCR en temps réel
18% des échantillons tumoraux 
(36/200) et 46% (92/200) ont un 
niveau d'ARNm significativement 
diminué de Drosha et Dicer 
respectivement. Une expression faible 
de Dicer est associée au cancers triple-
négatifs, ER-, PR- et de phénotype de 
type basal.
Dedes et al., 2011
49 paires de tissus 
mammaires tumoraux et 
normaux correspondants 
provenant de patients ayant 
subi une chirurgie d'une 
tumeur primaire, la majorité 
sont positifs aux récepteurs 
hormonaux ER et PR, 70% de 
sont type luminal.
Dicer                         
Drosha
qRT-PCR en temps réel
Une diminution de l'expression est 
observée dans 53,1% des cas pour 
Dicer, 51,9% des cas pour Drosha. 
75,5% des échantillons ont une 
expression diminuée de Drosha ou 
Dicer.
Yan et al., 2011
Sein
Ovaire
Karube et al., 2005
67 cas de cancers du 
poumons non-à-petites 
cellules provenant de 
résection potentiellement 
Poumon Dicer qRT-PCR en temps réel
Une faible expression de Dicer est 
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Type de cancer échantillons
Protéine de la voie 
miRNA affectée
Technique utilisée




237 cas d'adénocarcinomes 
du colon
Dicer
Immunohistochimie sur les 
tissus tumoraux fixés au 
formol et inclus en 
paraffine
Une surexpression de Dicer est 
associée à un pronostic défavorable de 
survie
Faber et al., 2011
Col de l'utérus
36 échantillons cliniques, 10 
lignées cellulaires et un 
modèle cellulaire W12 
infecté avec un 
papillomavirus, reproduisant 
la progression néoplasique 
du col de l'utérus, dont le 
gain du chromosome 5p 




puce, qRT-PCR en temps 
réel
Le transcrit le plus significativement 
induit après le gain du chromosome 5p 
dans le modèle W12 est celui de 
Drosha.                                                                  
Gains du nombre de copies 
génomiques de Drosha dans 21/36 
échantillons (58%) et 8/10 lignées 
cellulaires (Drosha se situe sur le 
chromosome 5p), et association avec 
une augmentation de l'ARNm de 
Drosha
Muralidhar et al., 2007
Prostate
a/ 64 adénocarcinomes de la 
prostate, 24 métastases de la 
prostate provenant de 4 
patients et 16 échantillons 
normaux de prostate                                                                                  
b/ puce avec 232 
échantillons de prostate 
provenant de 166 patients                                                                                    
c/lignées cellulaires DU145 
(métastase de la prostate) et 
RWPE-1 (prostate non 
tumorigénique)
Dicer
a/ puce affimetrix                  
b/ immunohistochimie           
c/ immunocytochimie et 
western-blots
a/ L'expression de Dicer est 
augmentée de 2,5x dans les 
échantillons métastatiques par rapport 
aux tumeurs non métastatiques                                                                                              
b/ 89/107 (81%) des 
adénocarcinomes de la prostate 
montrent une surexpression de Dicer 
par rapport au tissu prostatique 
normal et l'expression de Dicer 
augmente avec le stade clinique de la 
tumeur                                                                                        
c/Expression de Dicer beaucoup plus 
élevée dans la lignée DU145 par raport 
à la lignée RWPE-1
Chiosea et al., 2006
Œsophage
a/ 73 échantillons de cancers 
de l'œsophage                                                   
b/27 lignées cellulaires
Drosha qRT-PCR en temps réel
a/ La surexpression de Drosha est 
associée à un pronostic défavorable de 
survie                                                                                                                                                       
b/ Drosha est surexprimée dans la 
majorité des lignées de cancer de 
l'œsophage par rapport à une lignée 




404 échantillons cliniques de 
tumeurs et contrôles de la 
peau dont: 12 tissus 
normaux, 71 nevi 
mélanocytiques 223 





L'expression de Dicer est 
spécifiquement augmentée dans les 
mélanomes, avec une augmentation 
significative dans 81% des mélanomes 
cutanés, 80% des mélanomes 
acrolentigineux et 96% des mélanomes 
métastatiques par rapport aux 
carcinomes et aux sarcomes.                                                            
La surexpression de Dicer est 
significativement associée à un index 
mitotique élevé, à la métastase nodale 
et à un stade clinque avancé










































Tableau 2 : Dérégulations de l’expression de Drosha ou Dicer associées aux cancers.  Etudes 
ayant montré une diminution (en bleu) ou une augmentation (en rouge) de l’expression de Dicer ou 
Drosha associées à certains types tumoraux et parfois à un grade, un pronostic ou des métastases. 
Refs tableaux et légendes (Karube et al., 2005; Chiosea et al., 2006; Sugito et al., 2006; 
Muralidhar et al., 2007; Merritt et al., 2008; Grelier et al., 2009; Faggad et al., 2010; Lin 
et al., 2010; Pampalakis et al., 2010; Dedes et al., 2011; Faber et al., 2011; Ma et al., 
2011; Wu et al., 2011; Yan et al., 2011) (Iorio et al., 2005; Mattie et al., 2006; Blenkiron 
et al., 2007; Foekens et al., 2008; Buffa et al., 2011; Farazi et al., 2011; Rothe et al., 
2011).(Lau et al., 2001) 
(Du and Zamore, 2005; Kim et al., 2009).(Seitz and Zamore, 2006; MacRae and Doudna, 
2007; Kim et al., 2009).(Han et al., 2006).(Mendell, 2008; Huntzinger and Izaurralde, 
2011) 
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Quelques cas rares de mutations affectant l’expression d’acteurs de la voie miRNA ont également 
été rapportés. Hill et al. ont identifié des mutations hétérozygotes du gène de Dicer, entrainant la 
production de versions tronquées de la protéine, chez des familles de patients atteints de 
blastome pleuro-pulmonaire, une tumeur pédiatrique rare, souvent héréditaire, qui apparaît 
pendant le développement du poumon (Hill et al., 2009). La majorité des porteurs de la mutation 
dans la famille des patients ont cependant un phénotype normal, indiquant que la mutation de 
Dicer est insuffisante pour former des tumeurs. Par ailleurs, deux études effectuées par Melo et 
al. ont rapporté des mutations des gènes de TRBP (partenaire de Dicer) ou de XPO-5  
(exportine-5) dans certains cancers caractérisés par une instabilité des microsatellites (IMS) 
(Melo et al., 2009; Melo et al., 2010). Ces cancers ont des mutations dans des gènes de la voie de 
réparation des mésappariements et présentent des taux élevés de mutations insertionnelles ou 
de délétions de nucléotides individuels, pouvant conduire à l’apparition de codons stops 
prématurés. Sur 12 lignées cellulaires avec IMS testées, Melo et al. en identifient 2 avec des 
mutations hétérozygotes de TRBP et 2 autres avec des mutations hétérozygotes de XPO-5, 
aboutissant dans les deux cas à une forme tronquée de la protéine. Dans le cas de TRBP, la 
mutation a pour conséquence une diminution de l’expression de la protéine, une diminution de 
l’expression de Dicer qui est normalement stabilisée par TRBP, et une diminution de la 
maturation des pre-miRNAs conduisant donc à une diminution des miRNAs matures (Melo et al., 
2009). Les auteurs montrent que ce type de mutation hétérozygote de TRBP est trouvé dans 
26% (72/282) des échantillons de tumeurs primaires avec IMS.  Dans le cas de XPO-5, la 
protéine tronquée est exprimée exclusivement dans le noyau, n’est pas capable de former le 
complexe ternaire XPO-5/RanGTP/pre-miRNA permettant d’exporter les pre-miRNAs qui 
s’accumulent donc dans le noyau, entrainant une diminution de l’expression des miRNAs 
matures (Melo et al., 2010). Les auteurs montrent que ce type de mutation de XPO-5 est trouvé 
dans 22,8% (77/373) des échantillons de tumeurs primaires avec IMS. 
II.2.3 Conséquences fonctionnelles sur la tumorigenèse et la progression 
tumorale 
 
L’expression de la majorité des miRNAs est donc diminuée dans les cancers par rapport aux 
tissus normaux et des signatures d’expression de miRNAs permettent d’identifier différents 
types tumoraux. Par ailleurs, une dérégulation de l’expression d’acteurs de la voie miRNA est 
aussi retrouvée dans certains cancers, parfois associée à des facteurs pronostiques, et joue dans 
certains cas un rôle dans la diminution globale des miRNAs observée. Mais ces dérégulations 
sont-elles uniquement une conséquence du processus tumorigénique, comme par exemple une 
conséquence de la dé-différentiation des tumeurs ? Ou sont-elles sélectionnées car elles jouent 
un rôle fonctionnel dans le processus tumorigénique et dans la progression des tumeurs ? Ces 
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deux possibilités ne sont pas nécessairement mutuellement exclusives et plusieurs évidences 
montrent un lien de cause à effet entre la dérégulation de la voie miRNA et la tumorigenèse. Tout 
d’abord, l’étude de Melo et al. ayant identifié des mutations de TRBP dans certaines lignées 
cancéreuses avec IMS montre que la réintroduction de TRBP ou Dicer permet de restaurer la 
maturation des pre-miRNAs et inhibe la tumorigenèse in vitro (viabilité et formation de 
colonies) et in vivo (diminution de la taille des tumeurs formées à partir des cellules 
xénogreffées chez la souris) (Melo et al., 2009). La réintroduction de XPO-5 dans les lignées 
possédant la version mutée a le même effet d’inhibition de la tumorigenèse in vitro et in vivo 
(Melo et al., 2010). De plus, l’inhibition stable de XPO-5 dans une des lignées cancéreuses avec 
IMS possédant les deux allèles normaux entraine au contraire une augmentation de la viabilité 
cellulaire et de la formation des colonies in vitro, ainsi qu’une augmentation de la tumorigenèse 
in vivo. 
 
Par ailleurs, Kumar et al. montrent que l’inhibition stable de Drosha, DGCR8 ou Dicer à l’aide de 
shRNAs dirigés contre ces protéines augmente la tumorigenèse dans des cellules déjà 
transformées, particulièrement dans les cellules LKR13, une lignée murine d’adénocarcinome du 
poumon exprimant une version mutée de l’oncogène K-Ras (Kumar et al., 2007). Les auteurs 
montrent que l’inhibition globale de la voie miRNA augmente la vitesse de prolifération de ces 
cellules, la formation des colonies après ensemencement à faible densité, et la formation de 
colonies indépendante de l’ancrage à un support (dans de l’agar mou), caractéristique des 
cellules transformées. La xénogreffe à des souris immunodéficientes des cellules LKR13 dont 
l’expression de Drosha, DGCR8 ou Dicer est inhibée montre un développement accéléré du 
développement des tumeurs in vivo et une invasion des tissus environnants qui n’a pas lieu avec 
les cellules LKR13 contrôle. Enfin, la délétion conditionnelle homozygote ou hétérozygote de 
Dicer dans un modèle murin de développement spontané de cancers du poumon, basé sur la 
surexpression de la version mutée K-RasG12D, augmente le nombre et la taille des tumeurs 
obtenues.  Toutefois, l’inhibition de Drosha, DGCR8 ou Dicer ne suffit pas à transformer de novo 
des cellules MEFs ni même à transformer complètement des MEFs exprimant la version mutée 
de K-Ras. Les auteurs montrent que l’augmentation de tumorigenèse dans les modèles de 
cancers du poumon utilisés pourrait être liée en partie à la diminution de l’expression de 
miRNAs de la famille let-7, inhibiteurs des oncogènes K-Ras et c-myc (voir II.3.1.2 let-7). Dans 
une autre étude, les mêmes auteurs reprennent le modèle murin de tumeurs du poumon basé 
sur l’expression de K-RasG12D avec la délétion conditionnelle d’un ou deux allèles de Dicer 
(Kumar et al., 2009). Curieusement, la délétion homozygote de Dicer a un effet moins important 
par rapport à la délétion hétérozygote sur la durée de survie des animaux. Les auteurs 
établissent une lignée cellulaire de cancer du poumon à partir d’un modèle similaire ayant en 
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plus une délétion homozygote du suppresseur de tumeur p53 (p53-/-). Ils montrent que dans le 
cas de la délétion homozygote de Dicer, un allèle est en fait maintenu, indiquant qu’une sélection 
a lieu contre la perte totale du gène de Dicer dans les tumeurs. Enfin, la délétion forcée des deux 
allèles entraine une diminution de la taille et de l’étendue des tumeurs par rapport à la délétion 
hétérozygote. Dans ce cas encore, un allèle est en fait maintenu dans les tumeurs qui 
apparaissent. Ces résultats ont été obtenus dans un modèle tumoral bien particulier et les 
résultats de la deuxième étude de Kumar et al. ne sont pas tout à fait cohérents avec ceux de la 
première. Toutefois, ils sont corroborés par ceux obtenus par Lambertz et al. avec une approche 
similaire de délétion conditionnelle hétérozygote de Dicer dans un modèle murin de 
rétinoblastome (Lambertz et al., 2010).  L’expression de la recombinase Cre dans la rétine 
d’animaux rblox/lox, p107-/- entraine l’apparition de lésions hyperprolifératives qui deviennent 
rarement agressives et invasives. La délétion hétérozygote de Dicer dans ce modèle accélère 
énormément la formation des tumeurs dans la rétine. Les tumeurs avec un allèle supprimé de 
Dicer sont plus invasives, présentent un phénotype plus sévère, une prolifération augmentée et 
moins d’apoptose. Les auteurs montrent que la délétion hétérozygote de Dicer entraine bien une 
diminution globale de l’expression des miRNAs par rapport à la rétine Dicer+/+. En revanche, 
l’inactivation des deux allèles de Dicer inhibe l’apparition de tumeurs car elle entraine une 
dégénération de la rétine. Comme Kumar et al., les auteurs proposent donc que Dicer soit un 
suppresseur de tumeur haploinsuffisant, c’est-à-dire que la perte d’un des deux allèles suffit 
pour avoir un effet tumorigénique. Normalement, la perte des 2 allèles conduit à un phénotype 
plus sévère mais la particularité réside ici dans le fait que la perte totale de l’expression de Dicer 
est délétère pour la formation des tumeurs.  
 
Cependant, une autre étude, menée par Arrate et al., montre que Dicer n’agit pas comme un 
suppresseur de tumeur haploinsuffisant dans tous les modèles tumoraux (Arrate et al., 2010). Ils 
utilisent un modèle murin de lymphome induit par l’expression de Eµ-myc, une version de 
l’oncogène c-myc avec la séquence « enhancer » Eµ de la chaine lourde des immunoglobulines, 
permettant l’expression de c-myc spécifiquement dans les cellules B. Les auteurs modifient 
génétiquement ces souris de façon à ce qu’elles expriment la recombinase Cre sous la 
dépendance du promoteur de CD19, un marqueur des cellules B, et une version de Dicer avec un 
ou deux allèles « floxés », permettant la délétion hétérozygote ou homozygote de Dicer par la 
recombinase Cre. Comme dans les modèles précédents, Arrate et al. montrent que la délétion 
homozygote de Dicer inhibe la formation des lymphomes et augmente la survie des animaux par 
rapport à la surexpression de c-myc seule. De même, ils montrent que parmi les lymphomes qui 
apparaissent, aucun n’a de délétion homozygote de Dicer, que pour la plupart ils n’expriment 
pas de Cre fonctionnelle, et qu’une protéine Dicer fonctionnelle s’exprime ainsi que des miRNAs 
  75 
matures. Les auteurs vont encore plus loin en montrant que la délétion forcée des 2 allèles de 
Dicer dans des clones cellulaires issus de lymphomes Eµ-myc entraine de l’apoptose, avec 
seulement 43/192 clones (22%) qui survivent. Sur ces 43 clones, aucun n’a en fait la délétion 
homozygote de Dicer. Ces résultats indiquent encore une fois une pression de sélection contre la 
perte totale de Dicer dans ce modèle tumoral et que l’expression de Dicer est indispensable à la 
survie des lymphomes déjà établis. De plus, contrairement aux études précédentes basées sur 
l’expression de Ras muté dans le poumon ou de la délétion de Rb dans la rétine, Arrate et al. 
montrent que la délétion d’un seul allèle de Dicer n’augmente pas la lymphomagenèse induite 
par c-myc. Ceci suggère que l’effet pro-tumorigénique de la délétion hétérozygote de Dicer 
dépend du type de tumeur considéré et de la voie oncogénique dont la tumeur dépend. En effet, 
nous avons déjà évoqué le fait que c-myc inhibe l’expression de certains miRNAs mais induit 
celle du cluster oncogène miR-17-92 (O'Donnell et al., 2005). Nous verrons dans le paragraphe 
décrivant ce cluster que son expression augmente la lymphomagenèse dans le modèle Eµ-myc 
(He et al., 2005). On peut donc supposer que l’expression de certains miRNAs oncogènes dans 
certains types tumoraux est nécessaire à la tumorigenèse. 
 
Le Tableau 2 montre qu’une expression réduite de Dicer est associée à des stades avancés dans 
certains cancers, en particulier dans les cancers du sein où elle est associée à des phénotypes 
mésenchymateux (par opposition aux épithéliaux moins agressifs et invasifs) et aux cancers 
métastatiques (Grelier et al., 2009; Dedes et al., 2011). Une étude montre un lien entre 
l’inhibition de l’expression de Dicer par des miRNAs de la famille miR-103/107 et la métastase 
dans les cancers du sein (Martello et al., 2010). Les auteurs montrent que Dicer est une cible 
endogène des miRNAs de la famille miR-103/107. Dans un modèle cellulaire de lignées dérivées 
d’une même tumeur primaire mais reflétant différents stades de progression tumorale, 
l’expression de Dicer est diminuée dans les 2 lignées métastatiques, alors que l’expression de 
miR-103/107 y est augmentée. Dans des échantillons cliniques de cancers du sein provenant de 
patients, l’expression élevée de miR-103/107 est associée à une forte probabilité de développer 
des métastases et à une faible expression de Dicer. La surexpression de miR-103 ou miR-107 
dans des cellules de cancer du sein exprimant faiblement ces miRNAs augmente la capacité de 
migration des cellules in vitro, le même effet étant obtenu par l’inhibition de Dicer, et permet de 
former des foci micrométastatiques in vivo dans le poumon lorsqu’injectées dans la glande 
mammaire de souris. L’effet inverse est obtenu in vitro et in vivo par l’inhibition de miR-103/107 
dans des cellules d’une lignée à fort pouvoir métastatique. La surexpression de Dicer dans cette 
lignée inhibe aussi la formation des métastases in vivo. Les auteurs montrent que l’inhibition de 
Dicer par miR-103/107 favorise la transition EMT, en diminuant l’expression de miRNAs 
inhibiteurs de cette transition, comme la famille miR-200 (Gregory et al., 2008; Park et al., 2008). 
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Les miRNAs miR-103/107 maintiennent donc vraisemblablement Dicer en dessous d’un niveau 
favorable au processus métastatique, mais comme miR-103/107 ont besoin de Dicer pour être 
produits, là encore ce processus est incompatible avec une perte totale de Dicer. Une autre 
étude, qui démontre le potentiel de suppresseur de tumeur haploinsuffisant de p63, confirme le 
lien entre Dicer et le processus métastatique (Su et al., 2010). Cette étude montre que des souris 
p63+/- et p63-/- développent spontanément différents types de tumeurs sur le long terme, ainsi 
que des métastases, notamment 10% dans le cerveau, fait rare dans les modèles de tumeurs 
spontanées. Les cellules MEFs p63-/- ont un potentiel invasif in vitro plus élevé que des MEFs 
p53-/-. Or, l’expression de Dicer est diminuée dans les MEFS et les tumeurs des souris  
p63-/- comparées aux p53-/-, et il existe une corrélation entre la faible expression de p63 dans 
des lignées humaines de cancers de la tête et du cou métastatiques et une diminution de 
l’expression de Dicer. Les auteurs montrent par ChiP et transactivation d’un gène rapporteur en 
aval du promoteur de Dicer que p63 se fixe au promoteur de Dicer et active ainsi son expression. 
La réexpression de p63 ou Dicer dans les MEFs p63-/- diminue leur potentiel invasif in vitro, 
tandis que l’inhibition de Dicer par un shRNA l’augmente, confirmant un lien fonctionnel entre 
diminution de l’expression de Dicer et potentiel invasif. 
 
Dans certains cancers (Tableau 2), l’expression de Drosha ou Dicer est au contraire augmentée, 
comme dans les cancers du col de l’utérus où le gain fréquent du chromosome 5p est associé à 
un gain du nombre de copies de Drosha et une augmentation de son expression dans des 
échantillons de patients (Muralidhar et al., 2007). Muralidhar et al. utilisent aussi un modèle 
cellulaire (W12) de culture primaire de kératinocytes normaux cervicaux infectés avec HPV16 
(papillomavirus humain), qui, cultivés sur le long terme reconstituent les étapes de progression 
du cancer du col de l’utérus dont le gain du chromosome 5p. Ils identifient dans ce modèle 
l’ARNm de Drosha comme étant le transcrit le plus significativement induit après le gain du 
chromosome 5p. Dans une deuxième étude, les auteurs utilisent une approche d’inhibition 
fonctionnelle de Drosha et de 3 autres gènes avec des pools de siRNAs dirigés contre ces 
protéines dans des lignées cellulaires de cancer du col utérin surexprimant les 4 gènes 
(Muralidhar et al., 2011). Ils montrent que l’inhibition de Drosha n’a pas d’effet sur la 
prolifération mais diminue la capacité de migration des cellules contrairement aux 3 autres 
gènes testés. L’analyse de l’expression des miRNAs sur puce montre que les lignées de cancer du 
col de l’utérus sont classées en deux groupes en fonction du niveau d’expression de Drosha, et 
que les lignées déplétées pour Drosha avec les siRNAs se classent dans le groupe des lignées qui 
ne surexpriment pas Drosha, indiquant un impact de cette inhibition sur l’expression des 
miRNAs. Toutefois, il faut noter que l’utilisation de siRNAs pour inhiber Drosha et ainsi impacter 
la voie miRNA est une approche qui présente des limites puisqu’elle est transitoire (les auteurs 
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font les expériences 24 à 72h après), et ne permet pas à priori de voir des conséquences 
marquées sur l’inhibition des miRNAs. L’approche utilisée explique donc peut-être que les 
résultats obtenus soient limités même s’ils vont dans le sens d’un avantage conféré par le gain 
d’expression de Drosha dans la capacité de migration des cellules tumorales du col de l’utérus. 
 
Enfin, il faut noter que ni des mutations ni des altérations de l’expression de DGCR8 n’ont été 
décrites dans les cancers. DGCR8 est pourtant, jusqu’à preuve du contraire, spécifique de la voie 
miRNA, ce qui n’est pas le cas de Dicer (Fukagawa et al., 2004; Kanellopoulou et al., 2005; Tam et 
al., 2008; Ting et al., 2008; Watanabe et al., 2008). Les travaux de Gomez-Cabello et al. montrent 
cependant un lien entre DGCR8 et un suppresseur de tumeur appelé ING1 (Gomez-Cabello et al., 
2010). Leurs résultats montrent que l’expression de DGCR8 est induite dans des MEFs 
provenant de souris déficientes pour le gène ING1, qu’à l’inverse la surexpression d’ING1 
entraine une répression de l’expression de DGCR8, et qu’ING1 réprime directement DGCR8 en se 
fixant à son promoteur. L’acétylation des histones H3 et H4 du promoteur de DGCR8 est 
augmentée dans les cellules déficientes pour ING1 et le traitement des cellules sauvages avec un 
inhibiteur des histones déacétylases (HDAC) augmente l’expression de DGCR8, ce qui suggère 
qu’ING1 réprime l’expression de DGCR8 en recrutant des HDAC au niveau de son promoteur. Les 
auteurs construisent ensuite une lignée dérivée de cellules U2OS (ostéosarcome) permettant de 
surexprimer de manière inductible ING1. L’inhibition de DGCR8 à l’aide d’un shRNA dans ces 
cellules a un effet comparable à la surexpression d’ING1, à savoir une diminution de la 
prolifération et de la formation de colonies in vitro. L’induction d’ING1 et la répression 
concomitante de DGCR8 avec le shRNA conduit à une diminution plus marquée de DGCR8 et un 
effet inhibiteur de la prolifération encore plus important. Cet article montre donc qu’un acteur 
de la voie de biogenèse des miRNAs, DGCR8, est réprimé par un suppresseur de tumeur, et que, 
contrairement aux résultats de Kumar et al. dans les tumeurs du poumon dépendantes de K-Ras 
muté, l’inhibition de DGCR8 entraine ici une diminution de la prolifération et de la capacité à 
former des colonies dans des cellules d’une lignée cellulaire d’ostéosarcome. Cependant, les 
auteurs ne montrent pas les conséquences de l’expression d’ING1 ni de l’inhibition de DGCR8 sur 
l’expression des miRNAs matures, ce qui, malgré la spécificité de DGCR8 à la voie miRNA, limite 
les conclusions permettant de lier l’inhibition de la prolifération observée à une inhibition 
globale significative des miRNAs. 
 
L’ensemble des études décrites montrent qu’il existe un lien entre la voie miRNA et le processus 
de tumorigenèse. Cependant, certains résultats peuvent sembler contradictoires. En effet, dans 
certains cas, la diminution globale des miRNAs semble favoriser la tumorigenèse tandis que dans 
d’autres cas, l’inhibition de la voie miRNA semble être délétère à la formation des tumeurs et 
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une surexpression de certains acteurs de la voie est même sélectionnée. Il n’est donc pas 
possible de faire une conclusion générale sur un effet dans un sens ou dans l’autre de la 
dérégulation globale des miRNAs. Toutefois, il ressort que ces effets sont très dépendants du 
type tumoral considéré, ce qui est logique avec la grande hétérogénéité des types tumoraux et 
des voies altérées/mutées aboutissant à la formation des tumeurs. On peut donc penser que 
dans certains types tumoraux, comme dans les modèles d’adénocarcinomes de poumon induits 
par K-Ras muté, l’inhibition de miRNAs suppresseurs de tumeurs, comme let-7 (qui inhibe  
K-Ras), va favoriser la tumorigenèse. En revanche, dans un modèle de lymphome induit par  
c-myc, qui active l’expression d’un cluster oncogène (miR-17-92), l’inhibition de la voie miRNA 
n’augmente pas la tumorignèse et induit au contraire de l’apoptose. 
II.3 Micro-ARNs suppresseurs de tumeurs et oncogènes 
 
Parmi la majorité de miRNAs diminués dans les cancers, certains clusters de miRNAs ou miRNAs 
individuels jouent un rôle de suppresseurs de tumeurs. D’autres miRNAs sont en revanche 
surexprimés dans certains types tumoraux et une activité d’oncogène a été démontrée pour 
certains d’entre eux. Si un nombre croissant de miRNAs individuels sont régulièrement associés 
aux cancers et aux phénotypes transformés, ce chapitre décrira quelques cas bien caractérisés et 
démontrés de miRNAs suppresseurs de tumeurs et oncogènes. 
II.3.1 Suppresseurs de tumeurs 
II.3.1.1 miR-15a~16-1 
 
Le cluster miR-15a~16-1 contient les deux premiers miRNAs à avoir été identifiés en lien avec 
un type de cancer, la leucémie lymphoïde chronique (LLC). La recherche infructueuse d’un gène 
suppresseur de tumeur codant pour une protéine dans la région chromosomique 13q14, déletée 
dans plus de 50% des LLC, a conduit l’équipe de Carlo Croce à identifier deux miRNAs, miR-15a 
et miR-16-1, codés dans cette région, et dont l’expression est effectivement diminuée 
significativement chez 68% des patients (Calin et al., 2002). La délétion conditionnelle ciblée du 
cluster miR-15a~16-1 dans un modèle murin conduit à l’apparition d’une LLC chez 21% des 
animaux, confirmant le rôle suppresseur de tumeur de ces miRNAs (Klein et al., 2010). La région 
chromosomique 13q14 est aussi fréquemment délétée dans les cancers de la prostate, avec une 
incidence corrélant avec le stade de progression de la tumeur (Dong et al., 2001). Or, l’inhibition 
de miR-15a et miR-16 in vivo conduit à une hyperplasie de la prostate chez la souris, tandis que 
leur inhibition dans des cellules non transformées de prostate permet la formation de tumeurs 
lorsque ces cellules sont injectées en sous-cutané dans des souris immunodéficientes (Bonci et 
al., 2008). Inversement, les auteurs montrent que la restitution de l’expression de miR-15a et 
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miR-16-1 dans les tumeurs xénogreffées entraine un arrêt du cycle cellulaire, l’apoptose et la 
régression des tumeurs. miR-15a et miR-16-1 possèdent la même séquence noyau, et différentes 
cibles impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire (Cycline D1, cycline D3, cycline E1, CDK6…) 
et l’inhibition de l’apoptose (BCL2 = « B-cell CLL/lymphoma 2 » ) ont été identifiées et validées 
(Cimmino et al., 2005; Linsley et al., 2007; Liu et al., 2008; Klein et al., 2010), apportant des 
indices sur les voies régulées par ces miRNAs pouvant expliquer leur rôle de suppresseurs de 
tumeur. 
II.3.1.2 let-7  
 
Plusieurs gènes de la famille de miRNAs let-7 sont situés dans des régions chromosomiques 
fréquemment délétées dans les cancers (Calin et al., 2004b). L’expression de let-7 est diminuée 
dans différents types de cancers, principalement dans les cancers du poumon (Takamizawa et 
al., 2004; Johnson et al., 2005), tandis que let-7 est normalement fortement exprimé dans ce 
tissu (Johnson et al., 2007). Une étude menée sur des échantillons de cancers du poumon 
humains montre que 7 échantillons sur 16 présentent une réduction de plus de 80% de 
l’expression de let-7 par rapport au tissu normal du poumon chez le même patient (Takamizawa 
et al., 2004). Comme nous l’avons déjà mentionné, cette étude montre aussi qu’une expression 
réduite de let-7 constitue un indicateur de pronostic défavorable. Une autre étude montre une 
diminution moyenne de plus de 50% de l’expression de let-7 dans 12 échantillons de cancers du 
poumon humains par rapport au niveau d’expression dans le tissus normal correspondant 
(Johnson et al., 2005). Les résultats des équipes de Tyler Jacks et Franck Slack montrent que la 
transfection ou l’induction de l’expression de let-7 dans des lignées cellulaires de cancer du 
poumon ralentit la prolifération cellulaire in vitro et le développement de tumeurs lorsque ces 
cellules sont xénogreffées dans des souris immunodéficientes ; et que l’expression de let-7 
diminue aussi significativement le nombre et la taille des tumeurs dans un modèle murin de 
cancer du poumon induit par l’expression du mutant oncogène K-RasG12D (Esquela-Kerscher et 
al., 2008; Kumar et al., 2008). La démonstration formelle que let-7 est un suppresseur de tumeur 
nécessite son inactivation, supposée entrainer la formation de tumeurs. Cette inactivation est 
compliquée par la redondance de la famille let-7 : il existe 11 homologues connus de let-7, 
exprimés à partir de 8 gènes différents dans les génomes humain et murin. Une première 
approche a tout de même permis à l’équipe de Franck Slack de montrer que l’administration 
d’une molécule anti-let-7g dans le modèle murin de cancer du poumon K-RasG12D augmentait 
significativement le développement des tumeurs in vivo (Trang et al., 2010). Cependant, même 
s’il n’est pas exclu que cet anti-miR croise avec d’autres membres de la famille let-7, sa spécificité 
à let-7g et son expression seulement transitoire limitent le résultat obtenu.  
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L’expression de let-7 est aussi diminuée dans les cancers du sein par rapport au tissu mammaire 
normal (Iorio et al., 2005; Yu et al., 2007). L’étude de Yu et al. explore surtout l’hypothèse des 
cellules « initiatrices de tumeurs » (C-IT) ou cellules souches cancéreuses, qui propose que 
quelques cellules, à l’origine de la tumeur, maintiennent au sein de celle-ci un potentiel d’auto-
renouvellement et une multipotence. Ces C-IT sont hautement tumorigènes lorsque 
transplantées chez la souris et pourraient jouer un rôle dans la formation de métastases et dans 
la réapparition de tumeurs des années plus tard après traitement (Dalerba et al., 2007). Les 
auteurs montrent, par différentes méthodes permettant l’enrichissement en C-IT à partir de 
lignées cellulaires ou d’échantillons de cancers du sein, que l’expression de let-7 est nulle dans 
ces cellules, et qu’elle augmente au fur et à mesure de leur différentiation (Yu et al., 2007), ce qui 
est cohérent avec le rôle déjà décrit de let-7 dans la différentiation cellulaire normale. Cette 
étude montre que l’expression fortement réduite de let-7 est nécessaire au maintien de l’état 
indifférencié des C-IT, et que l’expression forcée de let-7 dans ces cellules transplantées ensuite 
chez la souris diminue le nombre et la vitesse de prolifération des tumeurs. Une autre étude, 
cohérente avec ces résultats, montre que le niveau d’expression de let-7 est faible dans des 
lignées cellulaires tumorales humaines ayant une signature d’expression mésenchymale 
(tumeurs moins différenciées, plus agressives), et élevée dans celles ayant une signature 
épithéliale (tumeurs plus différenciées, moins agressives), let-7 étant donc un marqueur des 
cancers plus différenciés (Shell et al., 2007). 
 
Let-7 joue un rôle de suppresseur de tumeur en réprimant plusieurs cibles oncogènes, dont N-
Ras et K-ras (Johnson et al., 2005), HMGA2 (« high mobility group AT-hook 2 ») (Lee and Dutta, 
2007; Mayr et al., 2007), et c-Myc (Sampson et al., 2007); ainsi que des régulateurs du cycle 
cellulaire comme CDC25A, CDK6 et la cycline D2 (Johnson et al., 2007). Or, des mutations 
activatrices de membres de la famille Ras sont trouvées dans beaucoup de tumeurs humaines, 
dont environ 30% dans les adénocarcinomes du poumon (Bos, 1989). De même, HMGA2, 
normalement exprimée pendant l’embryogenèse mais pas dans les tissus adultes (Rogalla et al., 
1996), est surexprimée dans un certain nombre de tumeurs bénignes (Fedele et al., 2001), et 
dans 90% des cancers du poumon (Sarhadi et al., 2006). Dans beaucoup de ces tumeurs, une 
translocation chromosomique au niveau de la région 12q15 tronque l’ORF de HMGA2 qui perd 
une partie C-terminale et le 3’UTR ou parfois uniquement le 3’UTR (Geurts et al., 1997; Fedele et 
al., 2001; Inoue et al., 2006). Or, HMGA2 possède 7 sites de réponse à let-7 conservés dans son 
3’UTR, et l’inhibition de l’interaction let-7/HMGA2 par la mutation de ces sites a un effet 
tumorigènique in vitro et in vivo dans la lignée fibroblastique immortalisée mais pas transformée 
NIH/3T3 (Mayr et al., 2007). Ces résultats suggèrent que le potentiel oncogène de la version 
sans 3’UTR de HMGA2 provient de la perte de la répression exercée par le miRNA let-7.  
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Comme décrit précédemment dans le contexte de la différentiation, la protéine lin-28 inhibe 
l’expression de let-7 à différents niveaux. Or, environ 15% des échantillons tumoraux (tumeurs 
primaires et lignées cellulaires) présentent une surexpression de lin-28 ; et la surexpression de 
lin-28 permet de transformer différentes lignées cellulaires, en diminuant fortement 
l’expression des membres de la famille let-7, ce qui a pour conséquence la surexpression des 
protéines oncogéniques cibles de let-7, K-Ras et c-myc (Viswanathan et al., 2009). De plus, une 
forte expression de lin-28 corrèle avec une faible expression de let-7 et avec un enrichissement 
en gènes cibles de let-7 et en gènes induits par c-myc dans des échantillons de carcinomes 
hépatiques, et corrèle avec des stades avancés de plusieurs types de cancers (Viswanathan et al., 
2009). Ces résultats suggèrent donc un mécanisme par lequel lin-28 a un effet tumorigènique 
grâce à l’inhibition du miRNA let-7, et par conséquent l’induction de plusieurs oncogènes cibles 
(Figure 14). 
II.3.2 Oncogènes (oncomiRs) 
II.3.2.1 miR-17-92 
 
Le cluster miR-17-92 est un exemple de pri-miRNA polycistronique codant pour 6 miRNAs 
(Figure 12). Il est situé dans le 3e intron d’un transcrit primaire R-codant préalablement noté 
C13orf25. D’anciennes duplications génomiques ont donné lieu à deux clusters paralogues de 
miR-17-92 situés sur d’autres chromosomes, les clusters miR-106a-363 et miR-106b-25 (Figure 
12). Contrairement aux clusters miR-17-92 et miR-106b-25 exprimés dans la plupart des tissus 
murins, le cluster miR-106a-363 est indétectable dans tous les tissus testés (Ventura et al., 
2008).  































En recherchant des gènes candidats dans la région 13q31-q32 fréquemment amplifiée dans 
différents types de lymphomes et de tumeurs solides, Ota et al. identifient C13orf25 (le transcrit 
primaire de miR-17-92), comme étant surexprimé dans des lignées cellulaires de lymphomes et 
des échantillons de lymphomes diffus à grandes cellules B présentant cette amplification (Ota et 
al., 2004). Par la suite, une étude menée par les laboratoires de Gregory Hannon et Scott 
Hammond confirment la surexpression des miRNAs du cluster dans 65% des échantillons de 
lymphomes testés (Figure 13) (He et al., 2005). Des surexpressions de miRNAs de miR-17-92 
sont ensuite mises en évidence dans de nombreux autres types tumoraux (Hayashita et al., 2005; 
Volinia et al., 2006; Petrocca et al., 2008; Northcott et al., 2009; Mi et al., 2010). De plus, l’étude 
menée par les équipes d’Hannon et Hammond apporte l’évidence expérimentale d’une activité 
oncogénique du cluster. La transplantation dans des souris préalablement irradiées de cellules 
souches hématopoïétiques (CSH) provenant de souris Eµ-myc entraine spontanément 
l’apparition de lymphomes à cellules B. Or, la transduction rétrovirale des CSH Eµ-myc avec une 
version partielle du cluster miR-17-92 (miR-17-19b) accélère fortement l’apparition des 
tumeurs (51 jours contre 3-6 mois), leur développement et la mort des animaux (He et al., 
Figure 12 : Organisation du cluster miR-17-92 et de ses paralogues. A) Organisation génomique et 
structures des transcrits primaires des clusters miR-17-92, miR-106a-363 et miR-106b-25 humains. miR-
17-92 est codé dans le 3e intron d’un transcrit R-codant noté C13orf25. Le transcrit primaire de miR-106a-
363 n’a pas été caractérisé. Le cluster miR-106b-25 est situé dans le 13e intron du gène P-codant MCM7.  
B) Les miRNAs de ces 3 clusters peuvent être regroupés en 4 familles en fonction de leur séquence noyau 
(en bleu). (D’après Mendell, 2008). 
























2005). De plus, ces tumeurs présentent un index mitotique plus fort et peu d’apoptose par 
rapport aux tumeurs induites par Eµ-myc seule, indiquant que miR-17-92 active la prolifération 
et joue un rôle anti-apoptotique. Par ailleurs, une autre étude montre que des souris modifiées 
génétiquement afin de surexprimer miR-17-92 dans les lymphocytes B et T meurent 
prématurément d’une maladie lympho-proliférative associée à de l’auto-immunité (Xiao et al., 
2008). In vitro, les lymphocytes activés de ces souris présentent une augmentation de la 
prolifération et de la survie par rapport aux cellules contrôles, confirmant le rôle activateur de la 
prolifération et inhibiteur de l’apoptose de miR-17-92. Par ailleurs, la délétion du cluster miR-
17-92 chez la souris entraine une mort cellulaire prématurée lors de la transition des cellules 
pro-B à pre-B au cours du développement (Ventura et al., 2008), indiquant que miR-17-92 joue 
un rôle dans la survie cellulaire et le développement normal du compartiment des cellules B.  De 
plus, une augmentation de la tumorigenèse induite par la surexpression de miR-17-92 a été 
décrite dans d’autres modèles tumoraux, dont des lignées de neuroblastome (Fontana et al., 




















L’étude de Xiao et al. identifie deux gènes suppresseurs de tumeurs, PTEN («phosphatase and 
tensin homolog deleted on chromosome 10») et Bim (ou BCL2L11), comme étant des cibles de 
plusieurs miRNAs du cluster miR-17-92 (Xiao et al., 2008), celles-ci étant confirmées par 
Figure 13 : Augmentation de l’expression de miR-17-92 dans les lymphomes. Expression de 
pri-miR-17-92 mesurée par qRT-PCR en temps réel dans 46 échantillons de lymphomes et 47 
carcinomes colorectaux, et comparée aux niveaux d’expression dans les tissus normaux de 5 individus. 
(D’après He et al., 2005).  
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plusieurs autres études (Lewis et al., 2003; Fontana et al., 2008; Ventura et al., 2008; Olive et al., 
2009; Poliseno et al., 2010a; Poliseno et al., 2010b). PTEN est un suppresseur de tumeur, muté 
ou délété dans de nombreux types tumoraux, qui régule négativement la voie activatrice de 
prolifération et de survie PI3K/Akt (Cantley and Neel, 1999). A l’aide du modèle de lymphome B 
obtenu par transplantation de CSH Eµ-myc décrit ci-dessus, Olive et al. montrent que miR-19 est 
le miRNA du cluster nécessaire et suffisant pour l’accélération du développement des 
lymphomes, principalement via une inhibition de l’apoptose, et valident PTEN comme cible 
directe de miR-19 potentiellement impliquée dans le phénotype (Olive et al., 2009). Bim est un 
facteur activateur de l’apoptose qui agit comme antagoniste de protéines anti-apoptotiques 
telles que BCL2 (O'Connor et al., 1998). Or, une haploinsuffisance du gène Bim accélère la 
lymphomagenèse dans le modèle murin Eµ-myc (Egle et al., 2004), indiquant que la répression 
de ce gène par miR-17-92 peut aussi être impliquée dans la capacité du cluster à accélérer la 
progression de la maladie. Une autre cible de miR-17-92, plus précisément des miRNAs de la 
famille miR-17/20/106 (Figure 12), est p21 (Waf1/Cip1/CDKN1A) (Fontana et al., 2008; 
Ivanovska et al., 2008; Inomata et al., 2009; Wong et al., 2010), un inhibiteur de complexes 
cycline-CDK qui bloque la transition G1-S du cycle cellulaire (Harper et al., 1993) et agit comme 
un suppresseur de tumeur in vivo (Martin-Caballero et al., 2001). p21 est activée par et agit en 
aval de p53 (el-Deiry et al., 1993). La voie p53 est aussi impliquée dans un autre mécanisme 
protecteur contre la tumorigenèse : la sénescence induite par un oncogène. En particulier, la 
surexpression d’une version oncogène mutée de Ras (RasG12V) dans des cellules primaires 
entraine un arrêt cellulaire irréversible de type sénescence (Serrano et al., 1997). La 
transformation par RasG12V nécessite donc un autre évènement permettant d’inhiber cette 
sénescence, par exemple l’inactivation de p53. Or, deux études montrent que les miRNAs de la 
famille miR-17/20 sont capables d’inhiber la sénescence induite par RasG12V dans des cellules 
primaires humaines (fibroblastes et cellules épithéliales mammaires), vraisemblablement grâce 
à la répression de leur cible p21 (Borgdorff et al., 2010; Hong et al., 2010), mettant ainsi en 
évidence un autre mécanisme par lequel miR-17-92 est impliqué dans le processus de 
tumorigenèse. 
 
Une boucle de régulation relie le proto-oncogène c-myc, le cluster miR-17-92 et les facteurs 
E2F1-3, activateurs de la transition G1-S (Wu et al., 2001) (Figure 14). Le proto-oncogène c-myc 
induit l’expression des facteurs E2Fs (Sears et al., 1997; Adams et al., 2000; Fernandez et al., 
2003) et du cluster miR-17-92 (O'Donnell et al., 2005), tandis que certains miRNAs du cluster 
(famille miR-17/20) régulent négativement E2F1-3 (O'Donnell et al., 2005; Sylvestre et al., 
2007). Par ailleurs, les facteurs E2Fs stimulent l’expression de leurs propres gènes (Hsiao et al., 
1994; Johnson et al., 1994), l’expression de c-myc (Thalmeier et al., 1989), et celle du cluster 
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miR-17-92 (Sylvestre et al., 2007; Woods et al., 2007). Notons que les données les plus 
complètes et convaincantes concernant la répression des facteurs E2Fs par miR-17/20 
concernent E2F1 (O'Donnell et al., 2005; Sylvestre et al., 2007). Or, dans certains contextes 
cellulaires, E2F1 peut induire l’apoptose (Field et al., 1996; Nahle et al., 2002), et l’inactivation 
du gène chez la souris entraine même l’apparition de tumeurs (Yamasaki et al., 1996). 
L’inhibition préférentielle d’E2F1 par rapport à E2F3 par miR-17/20 pourrait donc inhiber 
l’apoptose induite par E2F1 et favoriser la prolifération induite par E2F3 (Woods et al., 2007). 
Alternativement, l’induction de miR-17-92 par c-myc et E2F1-3 et la répression qu’il exerce sur 
E2F1-3 semble jouer un rôle protecteur contre l’activation réciproque démesurée de ces gènes 
(boucle d’auto-amplification du signal) pouvant conduire à un signal prolifératif incontrôlé 
(Figure 14). Dans ce contexte, miR-17-92 jouerait donc curieusement un rôle inhibiteur de la 
progression du cycle cellulaire, peu cohérent avec son rôle oncogénique. Toutefois, il faut noter 
qu’une étude mesurant les altérations du nombre de copies de gènes de miRNAs par hybridation 
génomique comparative montre que la région contenant miR-17-92 est délétée dans 16,5% des 
cancers ovariens, 21,9% des cancers du sein et 20% des mélanomes (Zhang et al., 2006). De plus, 
un rôle inhibiteur de la prolifération par le cluster, en particulier par miR-17-5p, a été montré 
dans des lignées cellulaires de cancer du sein (Hossain et al., 2006; Yu et al., 2010) et une lignée 
endothéliale non transformée (Shan et al., 2009). Il a été montré que la surexpression de miR-17 
in vivo dans des souris transgéniques entrainait un retard de croissance de différents organes 
(Shan et al., 2009). Dans les lignées de cancers du sein, cet effet anti-prolifératif pourrait être lié 
à l’inhibition par miR-17-5p de AIB1 (« Amplified in breast cancer 1 ») (Hossain et al., 2006), un 
oncogène fréquemment surexprimé dans les cancers du sein et co-activateur du récepteur aux 
œstrogènes ERα et d’E2F1 (Anzick et al., 1997; Torres-Arzayus et al., 2004) (Louie et al., 2004), 
apportant donc un niveau supplémentaire de répression de l’activité d’E2F1 par miR-17-92. De 
plus, suite à une activation œstrogènique, ERα induit indirectement l’expression du cluster miR-
17-92 grâce à l’induction de c-myc, et miR-17-92 cible en retour ERα (Castellano et al., 2009), 
ajoutant de nouvelles interactions au réseau c-myc/miR-17-92 dans les cancers du sein (Figure 
14). Ces résultats suggèrent donc que miR-17-92 pourrait agir comme un suppresseur de 
tumeur ou un oncogène en fonction du contexte cellulaire, mais la preuve expérimentale que 
miR-17-92 peut agir comme un suppresseur de tumeur in vivo n’a pas été établie. D’autre part, 
l’étude du rôle individuel des miRNAs du cluster est nécessaire, comme cela a été fait dans le 
modèle de lymphome Eµ-myc pointant miR-19 comme l’élément oncogénique du cluster dans ce 
contexte-ci.  





























Enfin, il est intéressant de noter que les miRNAs du cluster miR-106b-25, paralogue de miR-17-
92, ciblent également PTEN (Poliseno et al., 2010a), Bim et p21 (Ivanovska et al., 2008; Petrocca 
et al., 2008). L’étude de Poliseno et al. montre que les miRNAs de miR-106b-25 sont surexprimés 
dans les cancers de la prostate (Poliseno et al., 2010a). Il avait déjà été montré que le gène hôte 
du cluster, MCM7 (« mini-chromosome maintenance 7 ») (Figure 12), est fréquemment amplifié 
dans les cancers de la prostate (Ren et al., 2006), et que MCM7 et miR-106b-25 sont sur-
exprimés dans les tumeurs de la prostate par rapport aux tissu normaux (Ambs et al., 2008). 
Poliseno et al. montrent que l’expression de miR-106b-25 avec celle de la protéine codée par 
MCM7 permet de transformer des cellules MEFs (« mouse embryonic fibroblasts ») et d’initier la 
formation de tumeurs de la prostate in vivo, tandis que les expressions du cluster de miRNAs 
seul ou de la protéine MCM7 seule ne sont pas transformantes. Ces résultats démontrent le 
pouvoir transformant d’un cluster de miRNAs en coopération avec le gène hôte. Une autre étude 
indique que les miRNAs du cluster mir-106b-25 sont aussi parmi les plus fortement surexprimés 
dans les cancers gastriques, et identifie Bim comme cible de miR-25, un miRNA appartenant à la 
même famille que miR-92, et p21 comme cible de miR-106b et miR-93 (Petrocca et al., 2008). Ce 
travail met aussi en évidence une boucle de régulation entre E2F1 et le cluster miR-106b-25, 

































Figure 14 : Réseau de cibles régulées par la famille de miRNAs let-7 (suppresseur de tumeur) et 
le cluster miR-17-92 (oncogène) dans le contexte tumoral. Schéma non exhaustif intégrant les 
miRNAs suppresseurs de tumeur let-7 et les miRNAs du cluster oncogène miR-17-92 dans un réseau 
complexe de régulation de cibles elles mêmes oncogènes (en rouge) ou suppresseurs de tumeurs (en vert). 
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II.3.2.2 miR-155 
 
Le précurseur de miR-155 est codé dans un transcrit préalablement connu sous le nom de BIC. 
Le gène BIC avait déjà été identifié avec c-myc comme un locus d’insertion rétrovirale dans les 
lymphomes induits par le virus de la leucose aviaire chez le poulet (Clurman and Hayward, 
1989; Tam et al., 1997). Tam et al. ont montré une activité oncogénique de BIC, qui coopère avec 
c-myc dans la lymphomagenèse chez le poulet (Tam et al., 2002). Cependant, l’absence d’une 
ORF dans le transcrit BIC avait déjà conduit Tam et al. à penser que l’ARN lui-même pouvait être 
fonctionnel et à identifier une structure tige-boucle conservée que l’on sait aujourd’hui être pre-
miR-155 (Tam et al., 1997; Tam, 2001; Tam et al., 2002). Il avait également été montré que 
l’expression de BIC était augmentée dans les lymphomes de Hodgkin humains (van den Berg et 
al., 2003). En 2004, Metzler et al. montrent que BIC et pre-miR-155 sont fortement surexprimés 
dans les formes pédiatriques des lymphomes de Burkitt et proposent que miR-155 coopère avec 
l’oncogène c-myc qui est activé dans ce type de lymphome (Metzler et al., 2004). Depuis, de 
nombreuses études ont montré que miR-155 est surexprimé dans un grand nombre de tumeurs, 
dont de nombreuses tumeurs d’origine hématopoiétiques (Calin et al., 2005; Eis et al., 2005; 
Kluiver et al., 2005; Fulci et al., 2007; Marton et al., 2008; O'Connell et al., 2008), des cancers du 
sein (Iorio et al., 2005; Yan et al., 2008), du col de l’utérus (Wang et al., 2008c), du pancréas (Lee 
et al., 2007; Szafranska et al., 2007) ou encore du poumon (Yanaihara et al., 2006). miR-155 fait 
partie des miRNAs surexprimés dans la signature caractérisant les tumeurs solides (Volinia et 
al., 2006) et son expression élevée a été associée à un pronostic défavorable dans les cancers du 
poumon et du pancréas (Yanaihara et al., 2006; Greither et al., 2010).  
 
miR-155 est fortement exprimé dans les cellules hématopoïétiques (Landgraf et al., 2007) et 
joue un rôle dans des processus physiologiques tels que l’hématopoïèse, l’inflammation et 
l’immunité (Faraoni et al., 2009). Deux études ont utilisé des modèles murins avec une 
surexpression d’une version ectopique de miR-155 dans les cellules B et les cellules souches 
hématopoïétiques respectivement (Costinean et al., 2006; O'Connell et al., 2008). Costinean et al. 
ont généré des souris transgéniques avec miR-155 sous contrôle d’un promoteur spécifique des 
cellules B et avec la séquence « enhancer » Eµ permettant l’expression de miR-155 
spécifiquement à partir de la fin du stade pro-B (Costinean et al., 2006). Les auteurs montrent 
que les souris surexprimant miR-155 dans les cellules B présentent d’abord une expansion 
polyclonale des cellules pre-B dans la rate et la moelle osseuse, suivie du développement d’un 
lymphome de haut grade. Ces résultats montrent que la surexpression de miR-155 suffit à 
transformer des cellules B in vivo.  Dans une étude ultérieure basée sur le même modèle, les 
auteurs identifient deux cibles de miR-155 dont l’expression est diminuée dans le compartiment 
des cellules B (pre-B et B matures) des souris leucémiques où Eµ-miR-155 est surexprimé 
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(Costinean et al., 2009). Il s’agit de SHIP (« Src homology 2 domain-containing inositol-5-
phosphate ») et Cebpβ (« CCAAT enhancer-binding protein β »), deux médiateurs de la 
signalisation interleukine-6 qui interviennent dans la différentiation des cellules 
hématopoïétiques et notamment la maturation des cellules B (Screpanti et al., 1995; Helgason et 
al., 2000). Costinean et al. proposent que la répression de ces cibles par miR-155 bloque la 
différentiation des cellules au stade pre-B et favorise leur expansion polyclonale à l’origine de la 
leucémie et du lymphome de haut grade dans les souris Eµ-miR-155. Une autre étude a introduit 
un transgène exprimant miR-155 dans des cellules souches hématopoïétiques transplantées 
dans des souris irradiées afin de reconstituer leur moelle osseuse (O'Connell et al., 2008). Cette 
étude montre que la surexpression de miR-155 dans la moelle osseuse entraine un syndrome 
myéloprolifératif avec une expansion anormale du compartiment myéloïde au détriment 
d’autres cellules hématopoïétiques comme les lymphocytes et les érythrocytes, sans toutefois 
développer une véritable leucémie, nécessitant probablement d’autres mutations.  De plus, les 
auteurs identifient et valident plusieurs cibles prédites de miR-155, réprimées par la 
surexpression de miR-155 et pouvant jouer un rôle dans le syndrome myéloprolifératif observé. 
Parmi ces cibles, ils retrouvent notamment Cebpβ déjà mentionné, qui intervient aussi dans la 
granulopoièse (Hirai et al., 2006). 
 
Nous avons mentionné que miR-155 est aussi surexprimé dans les cancers du sein.  Kong et al. 
montrent que la surexpression de miR-155 dans une lignée cellulaire de cancer du sein 
l’exprimant peu favorise la prolifération et la survie de ces cellules, tandis que son inhibition 
dans une lignée l’exprimant fortement entraine un arrêt cellulaire et de l’apopotose (Kong et al., 
2010). De plus, l’inhibition de miR-155 sensibilise ces cellules à l’effet d’agents 
chimiothérapeutiques comme la doxorubicine. Les auteurs de cette étude montrent que FoxoA3, 
un facteur de transcription activateur de protéines apoptotiques comme Bim et p27, est une 
cible de miR-155. L’expression ectopique d’une version sans le 3’UTR de FoxoA3 (donc 
résistante à la répression par miR-155) annule l’effet de la surexpression de miR-155 en 
restaurant l’effet apoptotique d’un traitement à la doxorubicine, ainsi que l’expression des 
protéines Bim et p27 agissant en aval de FoxoA3. FoxoA3 constitue donc une cible de miR-155 
intervenant dans son rôle anti-apoptotique dans les cancers du sein. Une autre étude montre 
que la surexpression de miR-155 favorise la prolifération cellulaire de la lignée cellulaire MDA-
MB-231 in vitro, et le développement de tumeurs à partir de ces cellules xenogreffées à des 
souris immunodéficientes, tandis que l’utilisation d’un anti-miR-155 (oligonucléotide modifié 
antisens de miR-155) inhibe la formation de colonies indépendante de l’ancrage à un support et 
réduit le développement des tumeurs xénogreffées (Jiang et al., 2010). Les auteurs de cette 
étude identifient une autre cible de miR-155 impliquée dans son rôle oncogénique : SOCS1 
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(« suppressor of cytokine signaling 1 »), un suppresseur de tumeur qui régule négativement la 
voie de signalisation JAK/STAT (Yoshikawa et al., 2001). L’étude montre que l’inhibition de 
SOCS1 par un siRNA a des effets similaires à la surexpression de miR-155. De plus, par une 
approche similaire à celle utilisée pour FoxoA3, les auteurs montrent que la surexpression d’une 
version de SOCS1 sans 3’UTR annule les effets de la surexpression de miR-155 in vitro et in vivo, 
confirmant que cette cible joue un rôle dans l’augmentation de la tumorigenèse induite par  
miR-155 dans les lignées de cancers du sein. 
 
Une autre étude montre que TP53INP1 (« tumor protein p53 inducible nuclear protein 1 »), une 
protéine pro-apoptotique induite par p53, est surexprimée dans les adénocarcinomes 
pancréatiques, agit comme un suppresseur de tumeur in vivo et est une cible prédite de miR-155 
(Gironella et al., 2007). Si les auteurs valident par des tests in vitro TP53INP1 comme cible de 
miR-155 et montrent que l’inhibition de miR-155 par un anti-miRNA induit de l’apoptose dans 
une lignée d’adénocarcinome pancréatique, ils ne font pas la démonstration formelle comme 
dans les études précédentes que l’inhibition de TP53INP1 par miR-155 joue un rôle dans la 
tumorigenèse. 
 
Rappelons enfin que l’étude d’Olson et al., déjà citée  (II.1.1 Profils et signatures d’expression), a 
montré que la surexpression de miR-155 dans les tumeurs pancréatiques d’un modèle murin 
était liée principalement à une surexpression dans les cellules hématopoïétiques qui infiltrent 
généralement les tumeurs (Olson et al., 2009). La surexpression de miR-155, spécifique des 
cellules hématopoïétiques, pourrait donc être une conséquence indirecte d’une inflammation et 
d’une infiltration de cellules du système immunitaire dans certaines tumeurs. 
II.3.2.3 miR-21 
 
miR-21 est le miRNA le plus fréquemment trouvé surexprimé dans les cancers. L’étude menée 
par Volinia et al., qui analyse l’expression des miRNAs dans des échantillons correspondant à 6 
types de tumeurs solides, montre que miR-21 est le seul miRNA surexprimé dans les 6 types 
tumoraux analysés (Volinia et al., 2006). D’autres analyses des profils d’expression des miRNAs 
dans des  échantillons tumoraux montrent que miR-21 est surexprimé dans les glioblastomes 
(Chan et al., 2005), les carcinomes de la tête et du cou (Tran et al., 2007), les cancers ovariens 
(Iorio et al., 2007), les lymphomes B (lawrie 2007), les leucémies (Fulci et al., 2007), les 
carcinomes hépatocellulaires (Meng et al., 2007), les cancers du col de l’utérus (Lui et al., 2007), 
du sein (Iorio et al., 2005; Yan et al., 2008; Farazi et al., 2011), du colon (Schetter et al., 2008) ou 
encore du poumon (Yanaihara et al., 2006). Dans certains types tumoraux, la surexpression de 
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miR-21 est associée à un pronostic défavorable (Yanaihara et al., 2006; Markou et al., 2008; 
Schetter et al., 2008; Yan et al., 2008).  
 
Afin de déterminer si la surexpression de miR-21 constitue uniquement un marqueur tumoral 
ou si miR-21 intervient dans le processus de tumorigenèse, des études fonctionnelles ont tout 
d’abord été réalisées dans des lignées cellulaires tumorales. L’étude de Chan et al. montre ainsi 
que l’inhibition de miR-21 entraine l’activation de caspases conduisant à de la mort cellulaire 
par apoptose dans des cellules de glioblastomes en culture (Chan et al., 2005). Si et al. montrent 
que l’inhibition de miR-21 dans la lignée de cancer du sein MCF-7 inhibe la prolifération et active 
l’apoptose dans les cellules en culture, et réduit le développement des tumeurs après 
implantation de ces cellules dans les glandes mammaires de souris immunodéficientes (Si et al., 
2007). Ces études supportent un rôle activateur de la prolifération et anti-apoptotique de       
miR-21. Dans la lignée de cancer du sein métastatique MDA-MB-231, l’inhibition de miR-21 n’a 
pas d’effet sur la prolifération des cellules (Zhu et al., 2008). En revanche, elle diminue l’invasion 
et la migration des cellules MDA-MB-231 in vitro ainsi que la formation de métastases dans les 
poumons de souris injectées avec ces cellules. Une autre étude montre que l’inhibition de      
miR-21 diminue la capacité invasive, d’intravasation et de métastase d’une lignée de carcinome 
du colon (Asangani et al., 2008). Dans des lignées de cancers hépatocellulaires, l’inhibition de 
miR-21 diminue la prolifération cellulaire, la migration et l’invasion (Meng et al., 2006). 
 
Plusieurs cibles de miR-21 pouvant jouer un rôle dans les phénotypes observés ont été validées 
dans différentes études. D’abord, la protéine suppresseur de tumeur TPM1 (tropomyosin 1) a 
été identifiée comme étant surexprimée dans les MCF-7 inhibées pour miR-21 et validée comme 
cible de miR-21 par des tests in vitro (Zhu et al., 2007). La surexpression de TPM1 dans les   
MCF-7 inhibe la prolifération et la formation des colonies sans ancrage à un support. Le 
suppresseur de tumeur PTEN a également été identifié comme cible de miR-21 dans des lignées 
de cancers hépatocellulaires (Meng et al., 2006). Dans ces lignées, PTEN a été validé comme cible 
de miR-21 en mesurant des effets significatifs de l’inhibition de miR-21 sur : l’expression du 
gène rapporteur de la luciférase portant le 3’UTR de PTEN, l’expression de PTEN endogène, et la 
phosphorylation, normalement inhibée par PTEN, de certaines protéines. De plus, des effets 
inverses sont obtenus par les auteurs en surexprimant miR-21 dans des hépatocytes normaux. 
L’inhibition de PTEN par un siRNA annule l’effet anti-prolifératif et anti-invasif de l’inhibition de 
miR-21 dans les lignées de cancers hépatocellulaires, indiquant que la dé-répression de PTEN 
lors de l’inhibition de miR-21 joue un rôle dans les phénotypes observés. PTEN est aussi réprimé 
par miR-21 dans un modèle de cellules de thyroïde de rat dans lesquelles l’expression d’un 
transgène H-RasV12 peut être induite et entraine la surexpression de miR-21 (Talotta et al., 
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2009). Dans ce modèle, PTEN et PDCD4 (détaillé ci-après) sont réprimés par l’induction de H-
RasV12 d’une manière dépendante de miR-21. En revanche, dans ce modèle, les auteurs ne 
trouvent pas de répression de TPM1. Notons que PTEN ne fait cependant pas partie des cibles 
prédites de miR-21. Frankel et al. montrent quant à eux que la surexpression ou l’inhibition de 
miR-21 dans les cellules de cancer du sein MCF-7 n’a des effets que très subtils sur l’expression 
de PTEN (Frankel et al., 2008). De plus, une autre étude, qui sera détaillée ci-après, montre qu’un 
gène rapporteur de la luciférase avec le 3’UTR de PTEN n’est pas inhibé par miR-21, et que PTEN 
ne fait pas partie des cibles réprimées in vivo dans un modèle de tumeurs du poumon 
surexprimant miR-21 (Hatley et al., 2010). L’effet de miR-21 sur les cibles dépend donc 
probablement beaucoup du contexte cellulaire et PTEN en particulier ne semble pas être une 
cible ubiquitaire de miR-21.  
 
Plusieurs études montrent que le suppresseur de tumeur PDCD4 (« programmed cell death 4 ») 
est une autre cible de miR-21, validée dans plusieurs contextes cellulaires différents (Asangani 
et al., 2008; Frankel et al., 2008; Lu et al., 2008; Zhu et al., 2008). Frankel et al. montrent que la 
déplétion de PDCD4 par siRNA dans les cellules MCF-7 réduit significativement l’effet 
antiprolifératif de l’inhibition de miR-21 (Frankel et al., 2008), confirmant que PDCD4 joue, au 
moins en partie, un rôle dans le phénotype observé. Asangani et al. montrent que PDCD4 est 
aussi une cible de miR-21 dans des lignées de carcinomes du colon et qu’il existe une corrélation 
inverse entre l’expression de miR-21 et celle de PDCD4 dans les lignées cellulaires de cancers du 
colon et des échantillons provenant de résection de tumeurs du colon (Asangani et al., 2008). 
Une autre étude montre également que l’expression de PDCD4 corrèle inversement avec celle de 
miR-21 dans des échantillons de tumeurs du sein et que la surexpression de PCDC4 réduit la 
capacité invasive de la lignée cellulaire MDA-MB-231 (Zhu et al., 2008). De plus, une boucle de 
régulation impliquant miR-21 et PDCD4 a été mise en évidence dans la transformation induite 
par Ras (Figure 15) (Talotta et al., 2009). Ras est un activateur de AP-1, un facteur de 
transcription formé par la dimérisation de protéines des familles JUN et FOS. AP-1 a un effet 
tumorigénique en régulant l’expression de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire, 
l’apoptose, ou encore l’invasion. Or, Talotta et al. utilisent une lignée de cellules de thyroïde de 
rat inductible pour l’expression de H-RasV12 pour montrer que miR-21 est induit par l’expression 
de cet oncogène d’une manière dépendante de AP-1. Les auteurs montrent, par des expériences 
de ChiP et par clonage de la région promoteur de pri-miR-21 en amont d’un gène rapporteur, 
que miR-21 est une cible transcriptionnelle directe de AP-1. Ils montrent que PDCD4 est 
fortement réprimé par l’induction de H-RasV12 d’une manière dépendante d’AP-1 et de miR-21. 
Or, il a déjà été montré que PDCD4 inhibe l’activité d’AP-1 (Yang et al., 2003; Wang et al., 2008b), 
ce qui inclut donc AP-1, miR-21 et PDCD4 dans une boucle de régulation mutuellement 
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repressive (voir paragraphe I.4.1 et Figure 10) permettant de renforcer l’activité d’AP-1 induite 
par Ras en levant l’inhibition exercée par PDCD4 (Figure 15).  
 
Enfin, 3 études ont étudié le potentiel oncogène de miR-21 dans des modèles murins in vivo. 
L’étude de Hatley et al. est basée sur un modèle murin portant un allèle K-RasG12D qui est activé 
spontanément par des évènements de recombinaison in vivo, entrainant principalement la 
formation de tumeurs du poumon (Hatley et al., 2010). Les auteurs modifient ce modèle de 
manière à ce que ces souris surexpriment miR-21 ou n’expriment pas miR-21 (miR-21-/-). Ils 
montrent que la surexpression de miR-21 augmente le nombre de tumeurs, l’hyperplasie et la 
vitesse de prolifération mais n’a pas d’effet sur la métastase ni sur la conversion d’adénome 
(bénin) à adénocarcinome, suggérant que miR-21 intervient plutôt dans l’initiation tumorale 
plutôt que dans sa progression. En revanche, la surexpression de miR-21 seul sous contrôle d’un 
promoteur ubiquitaire n’est pas suffisante pour induire la formation de tumeurs. La délétion de 
mir-21 dans ce même modèle réduit significativement le nombre de tumeurs et les lésions 
hyperplasiques. Les auteurs valident une dizaine de cibles in vitro par des tests luciférase et 
confirment la diminution de leur expression in vivo dans les tumeurs surexprimant miR-21. 
Parmi ces cibles, 4 sont des régulateurs négatifs de la voie Ras/MEK/ERK : il s’agit de sprouty1, 
sprouty2, Btg2 (« B cell translocation gene 2 ») et PDCD4, ce qui renforce la boucle 
d’amplification du signal entre la voie Ras/AP-1 et miR-21 (Figure 15). Des cibles pro-
apoptotiques comme Apaf1 (« apoptotic peptidase activating factor 1 »), Fas ligand, ou encore 
















Figure 15: Boucle de régulation entre Ras et miR-21.  Schéma de cibles régulées par miR-21 
montrant comment miR-21 favorise la tumorigenèse dans un modèle dépendant de Ras, en 
potentialisant le signal de la voie Ras par la répression de plusieurs régulateurs négatifs de cette voie, et 
en atténuant l’apoptose par la répression de plusieurs cibles pro-apoptotiques. 
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L’équipe de Franck Slack a quant à elle développé un modèle murin de surexpression de miR-21 
sous contrôle d’un promoteur ubiquitaire « Tet-off » de manière à ce que le traitement des souris 
à la doxycyline arrête la surexpression de miR-21 (Medina et al., 2010). Dans ce modèle, la 
surexpression de miR-21 entraine au bout de 2 mois des signes cliniques de tumeurs 
hématopoïétiques avec des cellules tumorales envahissant le sang et certains organes comme le 
foie. Des souris contrôles recevant le traitement doxycycline ne présentent aucun signe de 
lymphomagenèse, même jusqu’à 3 mois. L’analyse en cytométrie de flux des cellules de la rate, 
du thymus et des ganglions lymphatiques montre que, dans les souris malades, ces organes sont 
envahis par une population néoplasique avec des marqueurs caractéristiques de cellules pre-B, 
qui ont donc arrêté de se différencier et se sont multipliées de manière clonale. Les auteurs 
confirment la nature maligne de ces tumeurs en montrant que l’injection de cellules provenant 
de ces tumeurs en sous-cutané dans des souris immunodéficientes entraine la formation de 
tumeurs solides. Les résultats obtenus par Medina et al. sont donc différents de ceux de Hatley et 
al. dont le modèle de surexpression de miR-21 seul ne suffit pas à induire la formation de 
tumeurs. Cette différence vient peut-être du dosage de la surexpression qui est supérieure à 10 
dans le modèle de Medina et al.  contre environ 5 fois la normale dans le modèle de Hatley et al., 
ce qui suffit peut-être à renforcer la tumorigenèse induite par Ras muté mais pas à induire de la 
tumorigenèse de novo. Medina et al. montrent surtout pour la première fois la dépendance des 
tumeurs à un miRNA oncogène. En effet, après apparition des premiers signes de lymphome, des 
souris sont traitées à la doxycycline pour inhiber la surexpression de miR-21. En quelques jours, 
les signes cliniques disparaissent et les tumeurs régressent. De plus, les souris traitées à la 
doxycycline sont toutes vivantes à 3 mois tandis que les souris qui continuent de surexprimer 
mir-21 meurent toutes avant. De même, après xénogreffe, le traitement des souris à la 
doxycycline une fois les tumeurs solides établies entraine une régression totale des tumeurs en 
quelques jours. Les auteurs montrent que la régression des tumeurs après inhibition de la 
surexpression de miR-21 est due, au moins en partie, à la mort des cellules tumorales par 
apoptose. La surexpression de miR-21 dans ce modèle entraine donc non seulement la formation 
de tumeurs mais surtout la dépendance de ces tumeurs à miR-21. Même si ce modèle de 
dépendance à un oncomiR présente comme limite le fait que la tumorigenèse soit induite par la 
surexpression d’une version exogène du miRNA lui-même, ces résultats suggèrent que, dans 
certaines tumeurs dépendantes de miRNAs oncogènes, ces derniers pourraient constituer de 
potentielles cibles thérapeutiques. 
 
Enfin, une autre équipe a étudié l’effet de la délétion de miR-21 dans un modèle murin de 
carcinogenèse de la peau induite par le traitement avec des agents chimiques (Ma et al., 2011). 
Les résultats de cette étude montre que les souris miR-21-/- développent significativement moins 
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de papillomes (tumeurs bénignes apparaissant dans les premiers temps du traitement) que les 
souris sauvages dans ce modèle. Les auteurs montrent également que les kératinocytes des 
souris miR-21-/- présentent un taux de base d’apoptose plus élevé. Enfin, cette étude confirme 
que les protéines sprouty1, PTEN et PDCD4, mais pas sprouty2, sont induites dans les cellules 




Les miRNAs miR-372 et miR-373 sont codés au sein du même cluster génomique (avec  
miR-371) et font partie des miRNAs identifiés comme fortement exprimés et spécifiques des 
cellules souches (voir I.4.3 Maintien des états cellulaires spatio-temporels). Leur rôle a donc 
logiquement été étudié entre autres dans les cellules souches. L’équipe de Robert Blelloch a 
réalisé un crible cherchant à identifier des miRNAs individuels capables de complémenter le 
défaut de prolifération que présentent les cellules ES de souris délétées pour le gène DGCR8, 
donc déficientes pour la production des miRNAs (Wang et al., 2008d). Parmi les miRNAs 
capables de complémenter, l’équipe de Blelloch identifie des miRNAs de la famille mmu-miR-
290, homologues à la famille miR-372/373 chez l’homme. Ils valident plusieurs cibles pouvant 
intervenir dans cet effet accélérateur de la prolifération dans les cellules ES, parmi lesquelles 
p21/CDKN1A et LATS2 (« Large Tumor suppressor homolog 2 »), qui agissent comme des 
inhibiteurs de la transition G1-S.  
 
L’équipe de Reuven Agami a publié 2 articles dans lesquels une approche de criblage fonctionnel 
à l’aide d’une banque de vecteurs de miRNAs leur permet d’identifier miR-372 et miR-373 
comme de potentiels oncogènes dans les cancers des cellules germinales testiculaires, et  
miR-373 comme un activateur de la métastase (Voorhoeve et al., 2007; Huang et al., 2008). Dans 
le 1er article, l’équipe d’Agami recherche des miRNAs favorisant la transformation en permettant 
d’inhiber la sénescence induite par l’expression de l’oncogène H-RasV12, comme cela peut être 
fait en inhibant l’expression de p53 (Voorhoeve et al., 2007). Pour cela, ils transduisent une 
banque de vecteurs rétroviraux exprimant des régions génomiques codant pour des miRNAs 
avec un vecteur exprimant l’oncogène H-RasV12 dans des fibroblastes immortalisés BJ/hTERT. 
Après 2 à 3 semaines en culture, ils analysent l’insertion des vecteurs de miRNAs dans les 
cellules ayant proliféré et identifient les vecteurs exprimant miR-372 et miR-373 comme ayant 
favorisé la prolifération des cellules. Les auteurs montrent que cet effet est du à l’inhibition par 
miR-372 et miR-373 de la senescence induite H-RasV12. L’expression du cluster miR-371-373 
dans des cellules BJ/hTERT exprimant également l’antigène t de SV40 permet la transformation 
des cellules au même titre que l’inhibition de p53, comme le montrent la formation de colonies 
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sans ancrage à un support et la formation de tumeurs in vivo dans des souris athymiques. Les 
résultats de cette étude montrent également que la voie p53/p21 est active dans les cellules 
surexprimant miR-372 et miR-373, indiquant que les miRNAs agissent en aval de p53 pour 
inhiber la sénescence. En combinant une approche de puce comparant l’expression des ARNm 
dans les cellules H-RasV12/shRNA-p53 et H-RasV12/miR-371-373, avec les résultats des logiciels 
de prédiction de cibles, les auteurs identifient LATS2 (identifiée ultérieurement dans l’étude sur 
les cellules ES de Wang et al. citée ci-dessus), une kinase suppresseur de tumeur, dont la 
surexpression inhibe le complexe cycline E/Cdk2 et la transformation induite par RasV12 (Li et 
al., 2003). Les auteurs valident LATS2 comme étant une cible de miR-372 et miR-373 en 
montrant que la surexpression de ces miRNAs inhibe l’expression de LATS2 endogène et un gène 
rapporteur de la luciférase avec le 3’UTR de LATS2. L’inhibition de LATS2 par miR-372/373 peut 
donc expliquer le maintien d’une activité CDK en présence d’un signal p53/p21 actif. Enfin les 
auteurs montrent que miR-372 et miR-373 sont surexprimés dans des échantillons de tumeurs 
des cellules germinales testiculaires, ayant souvent une version sauvage de p53, indiquant que 
ces miRNAs pourraient jouer un rôle oncogène dans ces tumeurs via le mécanisme décrit. 
 
Dans un 2e article, l’équipe d’Agami transduit la lignée de cancer du sein non métastatique  
MCF-7 avec leur banque de vecteurs de miRNAs (Huang et al., 2008). Ils utilisent un test de 
migration cellulaire in vitro afin d’identifier des miRNAs favorisant la migration. Dans la 
population de cellules MCF-7 ayant migré, ils trouvent un enrichissement en cellules transduites 
avec miR-373 (ainsi que miR-520). Les auteurs confirment que la surexpression de miR-373 
favorise la migration et l’invasion des MCF-7 in vitro. Par ailleurs, l’inhibition de miR-373 dans 
deux lignées cellulaires métastatiques (l’une de sein et l’autre de prostate) exprimant miR-373 
diminue leur capacité de migration in vitro. Les cellules MCF-7 surexprimant miR-373 injectées à 
des souris immunodéficientes forment des nodules métastasiques in vivo dans le crâne, la 
colonne vertébrale et les poumons, alors que les MCF-7 contrôles ne forment aucune métastase. 
Par la même approche de recherche et de validation de cibles que l’article précédent, l’équipe 
d’Agami identifie et valide CD44, un récepteur membranaire de l’acide hyaluronique (composant 
de la matrice extracellulaire) comme cible de miR-373. Or, CD44 a été identifié comme inhibiteur 
de la métastase dans les cancers du colon et dans un modèle de cancer du sein (Choi et al., 2000; 
Lopez et al., 2005). La ré-expression d’une version de CD44 sans 3’UTR dans les MCF-7 
surexprimant miR-373 réduit significativement l’invasion et la migration, confirmant que 
l’inhibition de CD44 joue un rôle dans l’effet pro-invasif et migratoire de miR-373. Enfin, les 
auteurs montrent que miR-373 est surexprimé dans les métastases d’échantillons cliniques de 
cancers du sein, en comparaison avec les tumeurs primaires, confirmant que ce miRNA joue 
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vraisemblablement un rôle dans le développement des métastases, et indiquant que miR-373 
peut jouer un rôle dans les tumeurs d’origine somatique. 
 
Il existe peu d’autres évidences d’une implication de miR-372 ou miR-373 comme oncogéniques 
dans des cancers somatiques hormis une étude sur les cancers de l’œsophage (Lee et al., 2009). 
Cette étude montre qu’il existe une corrélation inverse entre l’expression de miR-373 et LATS2 
dans des lignées cellulaires de cancers de l’œsophage ainsi que des échantillons cliniques de 
tumeurs de l’œsophage. De plus, dans ces tumeurs, miR-373 fait partie des 4 miRNAs les plus 
surexprimés par rapport aux tissus normaux. L’inhibition de miR-373 dans les lignées cellulaires 
de cancers de l’œsophage qui l’expriment fortement augmente l’expression de LATS2 et diminue 
la vitesse de prolifération, tandis que la surexpression de miR-373 dans des lignées qui 
l’expriment peu a les effets inverses.  
 
Cependant, d’autres études concernant miR-372 indiquent que ce miRNA serait plutôt diminué 
dans certains types tumoraux. Tian et al. montrent par exemple que miR-372 est diminué par 
rapport au tissu normal correspondant dans 18 sur 19 échantillons de tumeurs du col de l’utérus 
(Tian et al., 2011). Les auteurs montrent que la surexpression de miR-372 dans la lignée 
cellulaire tumorale de col de l’utérus HeLa diminue la vitesse de prolifération cellulaire et la 
transition S-G2 du cycle cellulaire. Ils valident les régulateurs du cycle cellulaire CDK2 et cycline 
A1 comme cibles de miR-372 dont l’inhibition serait impliquée dans le ralentissement de la 
prolifération induite par miR-372.   
 
Par ailleurs, une diminution de miR-372 dans des échantillons de carcinomes hépatocellulaires 
est également mise en évidence dans une autre étude s’intéressant à la régulation d’un long ARN 
ne codant pas pour une protéine et appelé HULC (« highly up-regulated in liver cancer » = 
hautement induit dans les cancers du foie) (Wang et al., 2010a). Comme son nom l’indique, 
l’expression de cet ARN est fortement augmentée dans les cancers du foie. Les auteurs montrent 
que son expression est induite au niveau transcriptionnel par la fixation de la protéine CREB 
phosphorylée sur un site de réponse contenu dans le promoteur de HULC. Or, HULC possède un 
site de fixation de miR-372 qui permet de séquestrer ce miRNA et de diminuer son activité et, 
peut-être indirectement, son expression. De plus, cette étude montre que miR-372 a pour cible 
une sous-unité catalytique de PKA, responsable de la phosphorylation de CREB. Si les auteurs 
n’étudient pas l’effet de la diminution de miR-372 sur la tumorigenèse des lignées de cancer 
hépatique, ils mettent en évidence une boucle de régulation mutuellement répressive 
intéressante (voir paragraphe I.4.1 et Figure 10), impliquant un long ARN dit « non-codant ». 
Ainsi, l’inhibition de miR-372 par HULC, entraine une dé-répression de la sous-unité de PKA, 
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donc une augmentation de la phosphorylation de CREB, et donc une augmentation de la 
transcription de HULC. Au contraire, l’expression élevée de miR-372 a un effet inhibiteur sur 
HULC. Les fonctions des longs ARNs « non-codants » sont encore peu connues. Cette étude, ainsi 
que celle de Poliseno et al. montrant que l’ARN d’un pseudogène est capable de fixer les mêmes 
miRNAs que le gène original (Poliseno et al., 2010b), montre que l’une de ces fonctions pourrait 
être d’inhiber certains miRNAs en agissant comme des « éponges » endogènes les séquestrant, 
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OBJECTIFS ET STRATEGIE EXPERIMENTALE 
 
 
I. Objectifs du projet 
 
 
L’objectif général du projet était d’étudier le rôle de la voie miRNA dans la biologie cellulaire des 
tumeurs solides. Plus précisément, nous avons posé l’hypothèse que certaines cellules 
cancéreuses dépendent de miRNAs oncogènes pour survivre ou proliférer. Nous avons donc 
cherché à identifier de telles cellules, ainsi que les miRNAs impliqués dans la survie ou la 
prolifération tumorale. 
 
L’inhibition de miRNAs individuels présente des limites. En effet, les outils d’inhibition de 
miRNAs individuels (anti-miRs ou antagomiRs) sont des molécules d’ARN antisens au miRNA 
mature ciblé, modifiées pour s’hybrider de manière irréversible au miRNA. Cependant, ces outils 
s’utilisent uniquement en transitoire. De plus, les miRNAs sont fortement redondants en 
séquence (il existe souvent plusieurs miRNAs homologues dans le génome qui diffèrent de un ou 
deux nt) et en fonction (des miRNAs ayant la même séquence « noyau » constituent des familles 
de miRNAs avec de nombreuses cibles en commun, des miRNAs d’un même cluster peuvent 
coopérer en inhibant plusieurs cibles d’une même voie…). Par conséquent, l’inhibition d’un seul 
miRNA a souvent des conséquences phénotypiques limitées (Krutzfeldt et al., 2005; Miska et al., 
2007; Si et al., 2007; Wang et al., 2008d) (observations personnelles). Une alternative consiste à 
inhiber de manière globale l’expression des miRNAs. Nous avons vu que cette approche 
augmente le phénotype tumoral dans certains modèles (Kumar et al., 2007; Melo et al., 2010). 
Cependant, notre hypothèse implique que certaines cellules cancéreuses, dépendant 
majoritairement de miRNAs oncogènes pour survivre ou proliférer, présentent une perturbation 
de croissance ou de survie cellulaire après inhibition globale des miRNAs. 
 
II. Stratégie expérimentale 
II.1 Présentation globale de la stratégie utilisée 
 
 
Afin d’identifier des cellules cancéreuses dépendantes des miRNAs, nous avons donc choisi 
d’utiliser une approche de génétique moléculaire de la voie miRNA basée sur l’inhibition globale 
de l’expression des miRNAs matures, suivie de la complémentation du/de(s) phénotypes 
observés par des miRNAs individuels (Figure 16). L’inhibition globale des miRNAs se fait en 
réprimant de manière stable l’expression de Drosha ou DGCR8, les deux protéines du 
microprocesseur, le complexe nucléaire de maturation des pri-miRNAs en pre-miRNAs (Figure 
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16). Cette inhibition se fait par RNAi grâce à l’expression de séquences shRNA (« short hairpin 
RNA ») ciblant spécifiquement Drosha ou DGCR8 (voir paragraphe suivant). Afin d’identifier des 
miRNAs d’intérêt dans la prolifération ou la survie des cellules cancéreuses identifiées, le 
principe de notre démarche expérimentale est ensuite d’identifier des miRNAs individuels 
capables de complémenter le(s) phénotype(s) observé(s). Pour cela, les miRNAs sont exprimés 
de manière stable sous leur forme précurseur de type « tige-boucle » (Figures 16 et 17). Une fois 
que des miRNAs capables de complémenter le(s) phénotype(s) induits par l’inhibition globale 
sont identifiés, nous avons cherché à identifier les voies contrôlées par ces miRNAs qui 
permettent aux cellules cancéreuses identifiées de survivre ou proliférer. En effet, l’hypothèse 
est que, suite à l’inhibition globale, la dé-répression d’une ou de plusieurs cible(s) de ces miRNAs 
est impliquée dans le phénotype. L’implication de ces cibles est testée en regardant si leur 
inhibition directe par RNAi permet de complémenter le phénotype induit par l’inhibition du 
microprocesseur (Figure 16).   
 
Pour bloquer la maturation des miRNAs, nous avons donc choisi d’inhiber Drosha ou DGCR8 
mais pas Dicer car (i) Drosha et DGCR8 sont deux protéines jusqu’à présent plus spécifiques à la 
voie miRNA que ne l’est Dicer, (ii) elles font partie du même complexe, le microprocesseur, et 
devraient donc conduire au même phénotype à moins d’effets non spécifiques,  
(iii) contrairement à Dicer, elles ne sont pas nécessaires au clivage et à la fonctionnalité des 
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II.2 Utilisation de vecteurs épisomaux dérivés du plasmide EBV 
II.2.1 Présentation 
 
La possibilité d’éteindre spécifiquement l’expression de gènes par RNAi dans les cellules de 
mammifères sans déclencher de réponse interféron a été décrite avec l’utilisation des siRNAs 
dans l’introduction (Elbashir et al., 2001a). Les siRNAs sont couramment utilisés pour étudier 
les phénotypes associés aux pertes de fonction, mais l’inconvénient est qu’ils ne peuvent 
Figure 16 : Approche de génétique moléculaire de la voie miRNA. Schéma de la voie de biogenèse 
des miRNAs indiquant la stratégie expérimentale adoptée. 1) L’expression de Drosha ou celle de DGCR8 est 
inhibée de manière stable par utilisation de shRNAs spécifiques de ces protéines. 2) La complémentation 
du/de(s) phénotype(s) induit(s) par l’inhibition du microprocesseur est testée par l’expression de pre-
miRNAs individuels. 3) Après avoir identifié des miRNAs capables de complémenter le(s) phénotype(s) 
induit(s), l’implication de cibles de ces miRNAs dans le(s) phénotype(s) est évaluée. Pour cela, des cibles 
dont l’inhibition directe par shRNA complémente le phénotype induit par l’inhibition du microprocesseur 
sont recherchées. 
  101
s’utiliser que de manière transitoire. En 2002, Brummelkamp et al. développent le premier 
vecteur permettant de produire de manière stable des siRNAs (Brummelkamp et al., 2002). Le 
plasmide pSUPER permet de produire, sous contrôle du promoteur H1 dépendant de l’ARN 
polymérase III, un shRNA (« short hairpin RNA ») ou structure en épingle à cheveux, qui après 
clivage par Dicer, donne un duplexe de type siRNA. Ce vecteur s’est avéré très efficace pour 
éteindre à court terme l’expression de plusieurs gènes endogènes et pour éteindre à long terme 
l’expression de p53 dans plus de 50% des clones cellulaires sélectionnés et cultivés après co-
transfection de pSUPER-p53 avec un vecteur codant pour un marqueur de sélection. Cependant, 
ce plasmide nécessite d’être intégré au génome cellulaire pour exprimer le shRNA de manière 
stable. Or, l’intégration présente plusieurs inconvénients. La cassette shRNA peut être perdue 
lors de l’intégration ou éliminée par la suite alors que la résistance à la sélection est maintenue. 
De plus, l’intégration ne permet pas de travailler directement sur les populations cellulaires 
transfectées car elles ne sont pas homogènes. Elle nécessite de sélectionner puis travailler sur 
des clones cellulaires ayant intégré le plasmide et correspondant chacun à un évènement rare. 
En effet, on ne contrôle ni l’efficacité ni le lieu de l’intégration dans le génome et il est donc 
nécessaire de vérifier clone par clone l’expression du shRNA. 
 
Pour remédier à ces limitations, un vecteur non intégratif (épisomal), dérivé du virus Epstein-
Barr (EBV) et permettant comme pSUPER d’exprimer des séquences shRNA sous contrôle du 
promoteur H1, a été développé il y a quelques années au laboratoire (Biard et al., 2005). Ce 
vecteur contient l’origine de réplication oriP (séquences FR (family of repeats) et DS (« dyad 
symmetry »)) ainsi que le gène codant pour la protéine EBNA-1 (antigène nucléaire 1 d’Epstein-
Barr) du virus EBV. EBNA-1 permet au vecteur de se maintenir à l’état d’épisome dans le noyau 
en permettant sa réplication au même rythme que celle du génome cellulaire (Ritzi et al., 2003), 
ainsi que sa répartition dans les cellules filles lors de la mitose en le fixant aux chromosomes 
(Marechal et al., 1999; Sears et al., 2003; Nanbo et al., 2007). Un marqueur de sélection (dans 
notre cas le gène de résistance à la puromycine ou à l’hygromycine) est nécessaire avec ce type 
de vecteurs car en absence de pression de sélection, ils sont perdus de façon passive par la 
population cellulaire. Ce vecteur permet d’obtenir un nombre beaucoup plus important de 
cellules résistantes à la sélection par rapport à un vecteur intégratif (Biard et al., 2005). De plus, 
la totalité des clones testés au hasard sont inhibés pour le gène cible contre seulement 40% avec 
le vecteur intégratif (Biard et al., 2005). Le vecteur épisomal EBV peut donc être utilisé de 
manière efficace pour établir des populations stables et homogènes de cellules inhibées pour des 
gènes cibles. Nous avons utilisé ces vecteurs pour exprimer les séquences shRNA ciblant Drosha 
et DGCR8 d’une part, et pour exprimer les pre-miRNAs testés en complémentation (Figure 17). 
Pour les pre-miRNAs, nous avons inséré dans les vecteurs les séquences naturelles des pre-
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miRNAs indiquées sur www.mirbase.org (séquence rose en 5’ suivie de la boucle suivie de la 
séquence rose en 3’). Notons que le promoteur du gène H1 dépendant de l’ARN polymérase III 
présente l’intérêt d’être très compact et de se situer entièrement en amont du gène (Myslinski et 
al., 2001), d’avoir un site de début de transcription bien défini et un signal de terminaison très 
simple, à savoir une suite de 5 thymidines (Baer et al., 1989),  caractéristique de la terminaison 
par l’ARN polymérase III (Bogenhagen and Brown, 1981; Carbon et al., 1987). De plus, le clivage 
du transcrit au niveau du site de terminaison se fait après la 2e uridine (Baer et al., 1989), 
laissant donc 2 nucléotides dépassant en 3’ comme les duplexes de siRNAs ou comme les pre-



















II.2.2 Validation du système expérimental pour l’inhibition de Drosha 
II.2.2.1 Obtention de populations cellulaires homogènes avec le vecteur épisomal  
 
Nous avons dans un premier temps développé un vecteur épisomal dérivé d’EBV permettant 
l’expression stable d’un shRNA ciblant Drosha (shDro). Nous avons testé l’inhibition de Drosha 
par le vecteur épisomal shDro dans des cellules HeLa et nous avons mesuré une inhibition 
efficace à long terme de la protéine cible dans une population cellulaire exprimant de manière 
stable shDro (Figure 18A). Nous avons également réalisé un marquage de Drosha par 
Figure 17 : Utilisation des vecteurs épisomaux dérivés d’EBV pour l’expression de shRNAs et 
pre-miRNAs. A) Principe du clonage de séquences shRNAs dans les vecteurs EBV : la séquence du siRNA 
suivie d’une séquence 9 nt constituant la boucle puis de la séquence en orientation inverse du siRNA puis 
de 6 thymidines, est clonée en aval du promoteur H1 entre les sites de restriction BglII et HindIII. In vivo, 
la transcription par l’ARN polymérase III génère une structure shRNA tige-boucle (B), qui donne un duplex 
de siRNA après clivage par Dicer. Pour générer des pre-miRNAs avec les vecteurs EBV, la séquence 
naturelle du pre-miRNA trouvée sur la base de données « miRbase » est directement clonée entre les sites 
BglII et HindIII. 
Site de début de la 
transcription
boucle
Site de terminaison de la 
transcription
B. Expression de shRNAs ciblant 
Drosha ou DGCR8
C. Expression des précurseurs de 
miRNAs de structure tige-boucle 
(clonage de la séquence naturelle 
obtenue sur www.mirbase.org)
A. Principe du clonage de séquences shRNAs
dans les vecteurs EBV utilisés
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immunofluorescence dans cette population de cellules HeLa shDro. Ce marquage a permis de 
mettre en évidence une absence quasi totale et homogène de signal dans le noyau de toutes les 
cellules de la population shDro (Figure 18B). Notons que le marquage cytoplasmique est dû à 
une réaction croisée de l’anticorps avec une protéine inconnue de 50 kDa. De plus, nous avons 
isolés et propagés des clones de cellules HeLa transfectées avec le vecteur shDro. La mesure de 
l’expression de Drosha dans ces clones individuels a permis de montrer qu’ils présentaient tous 
une inhibition relativement homogène de Drosha, confirmée d’un point de vue fonctionnel par 
l’induction de l’expression de DGCR8 (Han et al., 2009; Kadener et al., 2009; Triboulet et al., 
2009) (Figure 18C). Ces résultats confirment l’intérêt de l’utilisation des vecteurs épisomaux qui 
permettent d’obtenir et de travailler sur des populations cellulaires inhibées pour le gène cible 
























































Figure 18 : Inhibition homogène de Drosha avec le vecteur épisomal shDro dans des cellules 
HeLa. A) Des cellules HeLa ont été transfectées avec les vecteurs épisomaux codant pour les shRNAs 
indiqués, sélectionnées et cultivées comme populations pendant 66 jours (CT = contrôle), 80 jours (Drosp= 
variant rare d’épissage de Drosha) ou 82 jours (Dro =Drosha). Les protéines totales ont été extraites et 30 
µg ont été analysées par western-blot pour l’expression de Drosha et celle de p53 comme contrôle de 
chargement. *piste non pertinente. B) Les populations shCT et shDro ont été marquées en 
immunofluorescence pour l’expression de Drosha. On note une absence de signal dans le noyau de toutes 
les cellules shDro. C) Des cellules HeLa ont été transfectées avec le vecteur shDro et sélectionnées. 6 clones 
individuels choisis au hasard ont été isolés et propagés jusqu’à avoir suffisamment de cellules pour 
préparer des extraits de protéines totales. 20 µg de protéines totales ont été analysées par western-blot 
pour l’expression de Drosha, DGCR8 et GRP94. Une population de cellules HeLa avec le plasmide vide sert 
de contrôle. 
  104
II.2.2.2 L’inhibition de Drosha n’affecte pas la maturation des ARN ribosomaux 
 
Une équipe a proposé que Drosha joue un rôle dans la maturation des ARN ribosomaux (ARNr). 
En 2000, avant la découverte des miRNAs, la première étude consacrée à Drosha a montré que 
son inhibition par une stratégie d’oligonucléotide antisens entrainait une accumulation des pre-
ARNr 12S et 32S (Wu et al., 2000). Plus récemment, la même équipe a montré que l’inhibition de 
Drosha (ainsi que celle de Dicer) entrainait l’accumulation de différentes formes de pre-ARNr de 
5.8S, sans toutefois que cela n’affecte la quantité de 5.8S mature, indiquant que si Drosha joue un 
rôle dans la maturation des ARNr, ce rôle n’est pas essentiel à la production normale des ARNr 
matures (Liang and Crooke, 2011). Nous avons voulu vérifié que l’inhibition de Drosha dans les 
cellules HeLa n’affectait pas la production des ARNr (Figure 19). Nous n’avons observé aucune 
accumulation de précurseurs d’ARNr ni de défaut dans la production des ARNr matures dans les 
profils des ARNr des cellules HeLa inhibées pour Drosha (shDro) par rapport aux cellules 
























L’ensemble de ces résultats confirme que le système de vecteurs épisomaux peut être utilisé 
pour obtenir des populations cellulaires inhibées de manière stable et homogène pour le 
microprocesseur. De plus, nous nous sommes assuré que, dans notre modèle expérimental, 
l’inhibition de Drosha n’avait pas d’effet sur la maturation des ARNr, ce qui aurait pu conduire à 
des effets phénotypiques non spécifiques de la voie miRNA. 
























Figure 19 : L’inhibition de Drosha n’affecte pas la maturation des ARNr dans les cellules HeLa. 
L’ARN total a été extrait des populations de cellules HeLa indiquées et 2,5 µg ont été séparés dans un gel à 
1,6% d’agarose en présence de bromure d’éthidium. Les ARN ribosomiques ont été visualisés par 





I. Identification de cellules cancéreuses dépendantes du 
microprocesseur et criblage de micro-ARNs capables de 
soutenir la prolifération tumorale 
 
I.1 Article I 
 
Dans cette partie, il sera fait référence aux Figures de l’article I. 
 
En plus du vecteur épisomal ciblant Drosha (shDro) décrit dans la partie précédente, nous avons 
développé un vecteur épisomal codant pour un shRNA ciblant DGCR8 (shDG). La capacité des 
séquences shDro et shDG à inhiber l’expression de Drosha et DGCR8 a été évaluée dans la lignée 
de carcinome de colon HCT116, car il a déjà été montré que ces cellules supportent une 
inhibition de Dicer (Cummins et al., 2006). Dans ces cellules, nous avons montré que l’expression 
des protéines cibles était réprimée de manière efficace par shDro et shDG, entrainant une 
diminution significative de l’expression des miRNAs matures (Figures 1a et 1b). De plus, la 
xénogreffe de ces cellules dans des souris immunodéficientes nous a permis de montrer que 
l’inhibition du microprocesseur dans les cellules HCT116 entrainait une augmentation de la 
tumorigenèse in vivo (Figure 1c), conformément au modèle publié (Kumar et al., 2007).  
 
Pour répondre à notre hypothèse de départ, nous avons ensuite cherché à identifier des lignées 
de tumeurs solides dont la vitesse de prolifération ou la survie serait altérée par l’inhibition du 
microprocesseur, à savoir aussi bien par shDro que par shDG. Cependant, pour certaines lignées 
cellulaires, il n’a pas été possible d’obtenir de populations cellulaires stables exprimant shDro ou 
shDG. En effet, dans 3 lignées de cancer du sein de type luminal (MCF-7, ZR-75-1, T-47D), 
l’inhibition de Drosha et celle de DGCR8 a entrainé un arrêt de prolifération durable après 
quelques divisions des cellules transfectées et sélectionnées à faible densité, cet arrêt se 
caractérisant par des petits clones d’une dizaine de cellules incapables de former des colonies 
macroscopiques (Figures 2a, 2b et S2). La spécificité du phénotype observé a été démontrée en 
restaurant la formation des colonies dans des cellules MCF-7 exprimant une version de DGCR8 
exogène résistante à shDG (Figure 2d). Les colonies arrêtées ont pu être maintenues en culture 
pendant un mois sans reprise de la prolifération. Nous avons montré que ces cellules n’étaient 
pas sénescentes mais que l’arrêt de prolifération observé s’accompagnait d’une augmentation de 
la fraction cellulaire en G0/G1 du cycle cellulaire (Figures S1 et 2c). Nous avons appelé ce 
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phénotype inédit CoGAM (Colony Growth Arrest induced by Microprocessor inhibition) pour 
« Arrêt de la croissance des colonies induit par l’inhibition du microprocesseur ». De plus, cette 
réponse phénotypique s’est avérée corréler avec le type tumoral puisque l’inhibition du 
microprocesseur dans les autres lignées cancéreuses testées, dont 2 lignées de cancer du sein de 
type basal (MDA-MB-157 et MDA-MB-231), n’a pas empêché les cellules de proliférer ni de 
former des colonies macroscopiques (Figures 2a et S2).  
 
Afin d’évaluer la capacité de certains miRNAs à complémenter le phénotype CoGAM, nous avons 
développé un crible positif reposant sur la co-transfection du plasmide codant pour shDro avec 
des plasmides codant pour des pre-miRNAs individuels dans la lignée MCF-7, dépendante du 
microprocesseur. Cette approche nous a permis d’identifier plusieurs miRNAs capables de 
restaurer individuellement la formation et la prolifération des colonies, principalement miR-19a, 
miR-19b et miR-20a, trois membres du cluster oncogène miR-17-92 (Figures 3a et 3b). Des 
cinétiques de complémentation nous ont permis de montrer que miR-20a et miR-27b étaient 
capables de soutenir durablement la prolifération des colonies (jusqu’à 18 jours), tandis que 
miR-19b, miR-302 et miR-372 conduisaient à la formation de colonies dans un premier temps (à 
8 jours), mais qui régressaient au cours du temps (Figures 3c et S6). Ces cinétiques ont mis en 
évidence une différence fonctionnelle entre miRNAs d’une même famille puisque miR-302 et 
miR-372, deux miRNAs spécifiques des cellules ES appartenant à la même famille que miR-20, 
n’ont pas été capables de soutenir durablement la prolifération des colonies comme l’a permis 
miR-20a. De même, miR-27b, mais pas miR-27a, a été identifié parmi les miRNAs capables de 
restaurer la formation de colonies (Figures 3a, 3b et S6). 
 
Enfin, ces résultats nous ont permis de formuler des hypothèses quant aux cibles moléculaires 
de miRNAs potentiellement impliquées dans le phénotype observé. Nous avons montré que le 
phénotype CoGAM était indépendant de la voie p53 en montrant que l’inhibition de p53 ou p21 
ne permettait pas de restaurer la formation des colonies dans les cellules MCF-7 inhibées pour 
Drosha (Figure 4). PTEN, un suppresseur de tumeur et inhibiteur de la voie de prolifération 
PI3K/Akt, est une cible commune à miR-19 et miR-20 (Lewis et al., 2003; Olive et al., 2009; 
Poliseno et al., 2010a; Poliseno et al., 2010b). Dans les cellules MDA-MB-231, résistantes au 
phénotype CoGAM, nous avons montré que l’expression de PTEN était significativement induite 
par l’inhibition du microprocesseur (Figure 5a). La co-transfection de shDro avec un shRNA 
ciblant PTEN dans les cellules MCF-7 a permis de restaurer partiellement la formation de 
colonies, indiquant que PTEN est impliqué dans le phénotype d’arrêt de prolifération CoGAM 
(Figures 5b et 5c). 
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Identification of microprocessor-dependent cancer cells allows screening
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Micro-RNAs are deregulated in cancer cells, and some
are either tumor suppressive or oncogenic. In addition, a
link has been established between decreased expression of
micro-RNAs and transformation, and several proteins of
the RNA interference pathway have been shown to be
haploinsufficient tumor suppressors. Oncogenic micro-
RNAs (oncomiRs) could represent new therapeutic
targets, and their identification is therefore crucial.
However, structural and functional redundancy between
micro-RNAs hampers approaches relying on individual
micro-RNA inhibition. We reasoned that in cancer cells
that depend on oncomiRs, impairing the micro-RNA
pathway could lead to growth perturbation rather than
increased tumorigenesis. Identifying such cells could allow
functional analyses of individual micro-RNAs by com-
plementation of the phenotypes observed upon global
micro-RNA inhibition. Therefore, we developed episomal
vectors coding for small hairpin RNAs targeting either
Drosha or DGCR8, the two components of the
microprocessor, the nuclear micro-RNA maturation
complex. We identified cancer cell lines in which both
vectors induced colony growth arrest. We then screened
for individual micro-RNAs complementing this growth
arrest, and identified miR-19a, miR-19b, miR-20a and
miR-27b as major growth-sustaining micro-RNAs. How-
ever, the effect of miR-19a and miR-19b was only
transient. In addition, embryonic stem cell-derived mi-
cro-RNAs with miR-20a seeds were much less efficient
than miR-20a in sustaining cancer cell growth, a finding
that contrasted with results obtained in stem cells. Finally,
we showed that the tumor suppressor phosphatase and
tensin homologue deleted on chromosome 10, a shared
target of miR-19 and miR-20, was functionally involved in
the growth arrest induced by microprocessor inhibition.
We conclude that our approach allowed to identify
microprocessor-dependent cancer cells, which could be
used to screen for growth-sustaining micro-RNAs. This
complementation screen unveiled functional differences
between homologous micro-RNAs. Phenotypic character-
ization of the complemented cells will allow precise
functional studies of these micro-RNAs.
Oncogene advance online publication, 12 September
2011; doi:10.1038/onc.2011.391
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Introduction
Micro-RNAs are small non-coding RNAs that control
genome expression by inhibiting translation and/or
inducing degradation of specific target mRNAs
(reviewed in Bartel, 2009). They are encoded in the
genome as dedicated polymerase II transcription units
or in the introns of protein-coding genes. Small hairpin
RNAs (pre-miRNAs) are excised from primary tran-
scripts by the microprocessor, a complex composed of
the RNase III Drosha (Lee et al., 2003) and the RNA-
binding protein DGCR8 (Denli et al., 2004; Gregory
et al., 2004; Han et al., 2004; Landthaler et al., 2004).
These 60–70 nt stem-loop RNAs are exported to the
cytoplasm by exportin 5 (XPO5), where the loop is
removed by the RNase III Dicer, producing a double-
stranded RNA composed of the mature micro-RNA
and a so-called miRNA*. The mature micro-RNA is
then preferentially loaded on an RNA-induced silencing
complex (RISC), and engages in the RNA interference
pathway (Hutvagner et al., 2001). These biogenesis steps
are crucial because micro-RNA function has been found
so far to be essentially controlled at the level of mature
micro-RNA expression (Krol et al., 2010).
Micro-RNAs are key players in the establishment and
maintenance of cellular differentiation states, including
stemness (Ivey and Srivastava, 2010). Consistently, the
expression profile of mature micro-RNAs is tissue specific.
In transformed cells, this profile is sufficiently conserved
to indicate the developmental origin of the tumor tissue
(Lu et al., 2005). However, a majority of micro-RNAs are
downregulated in tumor tissues, probably reflecting the
cellular dedifferentiation generally associated with trans-
formation (Lu et al., 2005). This downregulation is due at
least in part to impairment of the microprocessor function
(Thomson et al., 2006). Among these downregulated
micro-RNAs, several have been shown to be bona fide
tumor suppressors (Calin et al., 2002; Mayr et al., 2007;
Welch et al., 2007; Bonci et al., 2008; Cole et al., 2008;
Esquela-Kerscher et al., 2008; Chen et al., 2009; Trang
et al., 2010). On the other hand, certain micro-RNAs are
overexpressed in cancer. An oncogenic activity has been
demonstrated for some of them, such as the miR-17-92Received 28 March 2011; revised 30 June 2011; accepted 2 August 2011
Correspondence: Dr G Rousselet, CEA, DSV, IRCM/LGR, Labor-
atoire de Ge´ne´tique de la Radiosensibilite´, CEA, Bat. 5 p. 219, 18 route
du Panorama, Fontenay aux Roses, 92265, France.
E-mail: germain.rousselet@cea.fr
Oncogene (2011) 1–10
& 2011 Macmillan Publishers Limited All rights reserved 0950-9232/11
www.nature.com/onc
cluster (He et al., 2005) or miR-21 (Si et al., 2007;
Asangani et al., 2008; Lu et al., 2008), for which the
term oncomiR was coined. Interestingly, miR-21-induced
tumors are addicted to miR-21, that is, inhibition of
miR-21 expression in established tumors resulted in tumor
regression (Medina et al., 2010).
Prompted by the observed downregulation of a
majority of micro-RNAs in tumors, Kumar et al.
(2007) went on to show that impairing the micro-RNA
pathway in transformed cells increased tumorigenesis,
and that Dicer was an haploinsufficient tumor suppres-
sor (Kumar et al., 2009). Furthermore, certain cancer
cell lines were shown to harbor inactivating mutations in
TARBP2 (Melo et al., 2009), an integral component of
the Dicer complex, or XPO5 (Melo et al., 2010). Both
mutations diminished mature micro-RNA expression,
and in both cases, re-expression of the wild-type protein
was tumor suppressive. Altogether, these results built a
picture in which decreased micro-RNA expression, a
feature of undifferentiated cells, has protumorigenic
properties. In contrast, blocking the micro-RNA path-
way of embryonic stem (ES) cells impaired their growth
(Murchison et al., 2005; Wang et al., 2007; Qi et al.,
2009). This global approach allowed to circumvent the
often silent phenotype observed after inhibition of
individual micro-RNAs (Miska et al., 2007; Wang
et al., 2008), a probable consequence of the structural
and functional redundancy of these regulatory RNAs.
In an elegant approach, Wang et al., (2008) went on by
complementing this growth defect with individual
micro-RNAs. This genetic screen identified ES cell
growth-sustaining micro-RNAs, and through identifica-
tion of their targets, revealed essential pathways
controling the progression of ES cells in the cell cycle.
Interestingly, several of these micro-RNAs share a
common seed sequence with certain oncomiRs.
We hypothesized that cancer cells whose growth is
dependent upon expression of oncomiRs should also
respond to inhibition of the micro-RNA pathway by cell
death or growth perturbation. Identifying such cells
would support the concept of oncomiR addiction in
cancer models not directly induced by exogenous
oncomiR overexpression. Furthermore, it would provide
with a genetic screen of growth-sustaining micro-RNAs
in differentiated transformed cells. Herein, we report the
identification of microprocessor-dependent cancer cell
lines, and use thereof to screen for such micro-RNAs.
Results
An episomal shRNA system targeting the microprocessor
It has been described previously that expressing gene-
targeting shRNAs from episomal vectors under the
control of the H1 promoter is an efficient method of
obtaining stable populations of homogenously knocked-
down cells (see for instance Biard et al., 2005; Biard,
2007; Le May et al., 2010; Boehler et al., 2011). We
constructed a series of such vectors expressing shRNAs
targeting either Drosha or DGCR8. These targets were
chosen because, as required components of the same
complex, their inhibition should induce similar pheno-
types. Furthermore, in contrast with Dicer, the micro-
processor is required for neither shRNA nor pre-miRNA
maturation, allowing high efficiency of the knockdown,
and subsequent complementation with individual pre-
miRNAs. We first screened these vectors in HCT116
cells, as these cells have been described to withstand an
impaired RNA interference pathway (Cummins et al.,
2006). We selected the most efficient shRNAs (shDro
and shDG), as revealed by western blotting of Drosha
and DGCR8 (Figure 1a), and quantitative reverse
transcription PCR (qRT–PCR) of a series of micro-
RNAs (Figure 1b). Of note, inhibiting Drosha induced
overexpression of DGCR8, whereas inhibiting DGCR8
led to a decrease of Drosha expression (Figure 1a). This
result confirmed the already identified cross-regulation
between these two proteins (Han et al., 2009). In
addition, Droshakd HCT116 cells displayed an increased
tumorigenesis capacity upon injection in immuno-
compromised mice (Figure 1c), again in agreement with
published results (Kumar et al., 2007). We also selected
two control shRNAs, one targeting a rare splice variant
of Drosha (shDrosp) and the other being a point mutant
of shDG (shDGm; Figure 1a). We concluded that the
episomal vector strategy led to functional and stable
knockdown of the microprocessor in non-clonal popula-
tions of transfected cells.
Identification of microprocessor-dependent cancer cells
To eliminate potential microprocessor-independent
functions of the targeted proteins, as well as off-target
effects of the selected shRNAs, we aimed at identifying
cell lines in which both Drosha and DGCR8 knockdowns
would diminish growth rates. Therefore, in a series of
cancer cell lines, we attempted to obtain populations of
cells expressing either shDro or shDG. However, we
observed that certain cell lines, such as MCF-7, were
unable to give rise to macroscopically visible clones after
microprocessor knockdown (Figure 2a). Microscopic
examination of the plates revealed multiple clones of
5–10 adherent cells in both Droshakd and DGCR8kd
MCF-7 plates (Figure 2b). These clones could be
maintained in culture for over 1 month without resuming
growth. Flow cytometry DNA content analyses objecti-
fied a small but significant increase of the proportion of
cells in the G0/G1 phase of the cell cycle (Figure 2c).
However, staining for senescence-associated b-galactosi-
dase activity was negative (Supplementary Figure 1). This
colony growth arrest was observed in other breast cancer
cell lines (T47D and ZR75-1; Supplementary Figure 2),
but not all (MDA-MB-231 and MDA-MB-157; Figure 2a
and Supplementary Figure 2), despite inhibition of both
target protein and mature micro-RNA expression (Sup-
plementary Figure 3).
To ascertain that this colony growth arrest was due to
the knockdown of the microprocessor, we first con-
trolled that it could be reproduced with different
shRNAs targeting Drosha or DGCR8 (Supplementary
Figure 4). In addition, we attempted to complement
inhibition of the endogenous DGCR8 with an
exogenous RNA interference-resistant flagged version
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of DGCR8 (flag-DGCR8m; see Materials and meth-
ods). A population of MCF-7 cells expressing flag-
DGCR8m was established, then transfected with shDG
or shDro, and selected for 15 days. These cells were able
to grow to macroscopically visible clones after transfec-
tion of shDG, but not shDro (Figure 2d). Alternatively,
we reasoned that in microprocessor-dependent cells,
DGCR8 inhibition should be sufficient to select for high
flag-DGCR8m expression. We therefore co-transfected
shDG and flag-DGCR8m, selected cells for shDG
expression for 15 days, and analyzed flag-DGCR8m
expression by western blotting. This led indeed to flag-
DGCR8m overexpression in MCF-7 cells, but not in
MDA-MB-231 (Figure 2e). Therefore, we concluded
that the observed colony growth arrest was actually
due to microprocessor inhibition. Of note, the latter
experiment also revealed that DGCR8 knockdowns
were of similar efficiencies in the two cell lines,
whereas quantification of Drosha and DGCR8 in
growth-arrested cells was not reliable (personal results).
Altogether, our data demonstrated that in certain
cancer cells, inhibiting the microprocessor induced a
long-term colony growth arrest, to which we will refer as
CoGAM (Colony Growth Arrest induced by Micro-
processor inhibition).
miR-19 and miR-20 are major CoGAM-complementing
micro-RNAs in MCF-7 cells
We then attempted to rescue CoGAM with single micro-
RNAs, as assayed by the capacity for microprocessor-
depleted cells to grow to macroscopically visible clones
in the presence of a single micro-RNA. For micro-
processor-independent micro-RNA expression, we con-
structed a series of episomal vectors with a different
selection marker (hygromycin instead of puromycin),
each coding for a unique pre-miRNA under the control
of the H1 promoter (see Materials and methods). Each
vector was tested for its capacity to induce mature
micro-RNA expression by transient transfection in
HeLa cells, followed by qRT–PCR (Supplementary
Table 1). We then co-transfected MCF-7 cells with the
shDro coding vector (pEBP-shDro) and an equal
amount of a single pre-miRNA coding vector (pEBH-
miRx), and assayed for outgrowth of visible clones
under puromycin and hygromycin selection. Under
these settings, shDro expression also led to colony
growth arrest when co-transfected with pEBH, or with
the majority of the pre-miRNA coding vectors (Figures
3a and b). We also noted that two pre-miRNAs, pre-
let-7g and pre-miR-92, inhibited colony formation
even without Drosha knockdown (Figure 3a). Strik-
ingly, we identified pre-miRNAs that were capable of
rescuing CoGAM on their own (Figures 3a and 3b).
In particular, pre-miR-19a (Po10ÿ4 vs pEBH), pre-
miR-19b (Po10ÿ4) and pre-miR-20a (Po10ÿ7), three
members of the oncogenic miR-17-92 cluster, allowed
growth of multiple clones of Droshakd cells. This was
also the case for pre-miR-27b (Po10ÿ4), pre-miR-33a
(Po10ÿ2), pre-miR-302b (Po10ÿ2) and pre-miR-372






















































































Figure 1 An episomal system of microprocessor knockdown.
(a) HCT116 cells were transfected with plasmids coding for the
indicated shRNAs (CT, control; Dro, Drosha; Drosp, a rare splice
variant of Drosha; DG, DGCR8; DGm, a point mutant of shDG),
and grown under selection for 2 weeks. Whole-cell extracts were
analyzed by western blotting for Drosha and DGCR8 expression.
GRP94 was used as a loading control. Although some irrelevant
lanes have been deleted, all the presented lanes were from the same
blot. (b) Total RNA was extracted from HCT116 cells transfected
with a plasmid coding for shDro (pEBP-shDro) or an empty vector
(pEBP). Expression of a series of mature micro-RNAs was
quantified by qRT–PCR using RNU48 as a normalization target.
Results are expressed as mean±s.e.m. (n¼ 3) of the relative
expression in pEBP-shDro- vs pEBP-transfected cells. (c) Popula-
tions of HCT116 cells transfected with a control vector (closed
circles) or a vector coding for shDro (open circles) were injected in
the flanks of athymic mice (5 105 cells per injection), and tumor
volume was plotted against time as mean±s.e.m. (n¼ 5).
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Figure 2 Microprocessor inhibition induces growth arrest in MCF-7 cells. (a) Cells (as indicated) were transfected with vectors coding
for the indicated shRNAs, or with the empty vector (empty), or without DNA (mock). The next day, cells were diluted, and grown
under selection for 2 weeks. They were then fixed in paraformaldehyde 4%, and stained with methylene blue. The experiment was
repeated at least five times with similar results. (b) Phase contrast pictures of the clones obtained with MCF-7 cells transfected with
plasmids coding for the indicated shRNAs. (c) MCF-7 cells were transfected with plasmids coding for the indicated shRNAs, grown
under selection for 2 weeks, and analyzed for their DNA content by flow cytometry. Results are presented as the percentage of cells in
the different phases of the cell cycle (mean±s.e.m., n¼ 3). (d) Populations of MCF-7 cells expressing or not a shDG-resistant version
of DGCR8 (flagDGCR8m) were transfected with vectors coding for the indicated shRNAs, and treated as in (a). (e) MDA-MB-231 or
MCF-7 cells were co-transfected with 0.2 mg of pEBP-shDG and 1.8mg pCMV-flagDGCR8m, and grown for 2 weeks with puromycin
selection (targeting only pEBP-shDG). Whole-cell extracts were analyzed for DGCR8 expression by western blotting. GRP94 was used
as a loading control. Identification of the top band as flagDGCR8m was confirmed by hybridization with an anti-flag antibody (not
shown). The experiment was performed three times with similar results.
Figure 3 Complementation of microprocessor knockdown by individual micro-RNAs. (a) MCF-7 cells were co-transfected with
pEBP (empty) or pEBP-shDro (shDro), and pEBH (empty) or pEBH-miRx (as indicated). They were then grown under selection for
14 days, fixed and stained with methylene blue. Plates from one representative experiment are shown. (b) Quantification of
complementation experiments (pEBP-shDro þ pEBH-miRx) performed as described in (a). The results are presented as mean±s.e.m.
of the number of independent experiments indicated in brackets after the name of the complementing pre-miRNA. Statistical
significance was calculated with a one-tailed Student’s t-test vs complementation with the empty vector; ***Po10ÿ4, **Po10ÿ2 and
*Po5 10ÿ2 (c) MCF-7 cells were transfected with pEBP-shDro and the indicated pEBH-miRx, grown under selection for 8, 12 and 18
days (D8, D12 and D18, respectively) and then fixed and stained with methylene blue. Colony numbers were quantified and are
presented as mean±s.d. of two independent experiments, except for empty (n¼ 3) and miR-100 (n¼ 1). Note that the small decrease in
colony number upon complementation with miR-20a at day 18 is because of counting saturation (Supplementary Figure 5).
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could be interpreted as bona fide complementation
phenotypes, as Drosha was effectively knocked-down
in cells that had overcome CoGAM in response to pre-
miRx expression (Supplementary Figure 5). Among
complementing pre-miRNAs, two were able to sustain
clone growth up to 20 days after transfection (pre-miR-
20a and pre-miR-27b; Figure 3c and Supplementary
Figure 6). In contrast, pre-miR-19, pre-miR-302 and
pre-miR-372 led to growth of clones that regressed with
time (Figure 3c and Supplementary Figure 6). These
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time-course experiments also confirmed that, contrary
to pre-miR-27b, pre-miR-27a was not able to comple-
ment CoGAM (Figure 3c and Supplementary Figure 6),
although both pre-miRNAs similarly inhibit growth of
control cells (Figure 3a).
CoGAM is independent of the p53/p21 pathway
The two major CoGAM-complementing micro-RNAs,
miR-19 and miR-20, have also been reported to rescue
the slow growth of DGCR8ko ES cells, in part through
inhibition of the p21 G1 checkpoint protein (Wang
et al., 2008). As CoGAM was accompanied by an
increase in the proportion of cells in G0/G1 (Figure 2c),
we hypothesized that it involved p21 activation. We
therefore constructed a hygromycin-selectable vector
coding for a p21 targeting shRNA (pEBH-shp21), which
we co-transfected with pEBP-shDro. After double
selection, no visible clones could be observed (Supple-
mentary Figure 7). To ascertain the efficiency of p21
knockdown, we established a population of MCF-7 cells
stably expressing shp21. These cells were deficient in p21
expression, even after ultraviolet treatment (Figure 4a),
but were still unable to grow after Drosha knockdown
(Figure 4b). As p53 is a major transcriptional regulator
of p21, we also tested the effect of Drosha knockdown in
p53kd cells (Desaint et al., 2004). Western blotting
confirmed the absence of p53 in one clone of pSU-
PER-shp53-transfected MCF-7 cells, even after ultra-
violet treatment (Figure 4c). Although p53 knockdown
slightly increased cloning frequency, Drosha inhibition
was still able to induce growth arrest (Figure 4d). In
addition, we noted that CoGAM could be observed in
T47-D cells (Supplementary Figure 2), where p53 is
known to be mutated (Runnebaum et al., 1991). We
concluded that CoGAM was resistant to inhibition of
the p53/p21 axis.
The tumor suppressor phosphatase and tensin homologue
deleted on chromosome 10 (PTEN) is involved in
CoGAM
The tumor suppressor PTEN, a major inhibitory
regulator of the PI3K/AKT proliferation signaling
pathway (Carracedo and Pandolfi, 2008), is also a
shared target of miR-19 (Lewis et al., 2003) and miR-20
(Poliseno et al., 2010). In addition, in MDA-MB-231
cells, the PTEN protein was actually significantly
increased by Drosha knockdown (Figure 5a), a result
that was confirmed at the mRNA level (Supplementary
Figure 8). To test for the involvement of PTEN in
CoGAM, we constructed a hygromycin-selectable epi-
somal vector coding for a PTEN targeting shRNA
(pEBH-shPTEN). Upon transfection in MCF-7 cells,
pEBH-shPTEN induced a decrease in PTEN expression
and an increase in the phosphorylated form of AKT
(Figure 5b). Strikingly, pEBH-shPTEN was able to
rescue the colony growth arrest induced by pEBP-
shDro (Figure 5c). Although Droshakd–PTENkd cells did
not grow to clones of similar size as controls, this result
showed that PTEN is involved in the colony growth
arrest induced by Drosha knockdown in MCF-7 cells.
Discussion
The results presented herein demonstrate that inhibiting
the microprocessor results in growth arrest in certain
cancer cell lines (Figure 2). Beyond the novelty of this
observation, the experimental system that we designed,
Figure 4 CoGAM is independent of the p53/p21 axis. (a) Populations of MCF-7 cells expressing a control shRNA (shCT) or a p21
targeting shRNA (shp21) were treated or not with ultraviolet (UV) and analyzed for p53 and p21 expression by western blotting.
a-Tubulin was used as a loading control. (b) The same cells as in (a) were transfected as indicated, grown for 2 weeks under selection,
fixed and stained. Mock: transfection without DNA. (c) Two clones of MCF-7 cells transfected with pSUPER-shp53 were analyzed for
p53 expression with or without UV treatment. Whereas p53 is not detected in clone 1 (cl. 1), its level of expression is normal in clone 2
(cl. 2), which was used as a control. Parental MCF-7 cells are presented for comparison. a-Tubulin was used as a loading control.
(d) The two clones analyzed in (c) were tested for growth after Drosha knockdown (shDro), as presented in (b).
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based on shRNA and pre-miRNA expression from
episomal vectors, allowed to set up a positive screen for
identification of growth-sustaining micro-RNAs in
microprocessor-dependent cells (Figure 3). In its turn,
this identification could be used as a starting point for
hypothesis-driven strategies aimed at characterizing
major growth-regulatory genes in CoGAM-sensitive
cancer cells (Figures 4 and 5).
The fact that microprocessor inhibition can result in
growth arrest had not been reported so far. On the
contrary, impairing the micro-RNA pathway has been
reported to increase tumorigenesis of transformed cells
(Kumar et al., 2007 and Figure 1), and mutations in at
least three proteins involved in micro-RNA function
(XPO5, TARBP2 and DICER) have been found to be
functionally involved in tumorigenesis and/or tumor
biology (Kumar et al., 2009; Melo et al., 2009, 2010). A
major question is whether these different phenotypes
resulted from quantitative or qualitative differences.
Precise quantification of knockdown efficiencies in
arrested cells was not possible, at the level of either
targeted protein inhibition or mature micro-RNA
expression. Although flag-DGCR8m-complemented
DGCR8kd cells revealed comparable levels of DGCR8
knockdown in MDA-MB-231 and MCF-7 cells, we
cannot exclude that the rescue in itself modifies DGCR8
expression. As a matter of fact, less efficient Drosha
targeting shRNAs did not induce growth arrest in
MCF-7 cells (personal observations), showing that
microprocessor inhibition must reach a threshold to
induce growth arrest, even in CoGAM-sensitive cells.
On the other hand, cell-specific phenotypes of
approaches targeting the micro-RNA pathway are
consistent with the cell specificity of growth-sustaining
pathways and micro-RNA expression profiles. In this
regard, the fact that the three CoGAM-sensitive cell
lines were from breast carcinoma of the luminal type,
whereas two basal-like breast carcinomas were CoGAM
resistant, although correlative at this point, supports the
concept of a cell specificity of CoGAM sensitivity.
In addition, the fact that Droshakd–PTENkd MCF-7 cells
are able to grow, even at slow rate, confirms that
induction of colony growth arrest by micro-RNA
depletion depends upon the cellular background. We
also note that complete inhibition of the micro-RNA
pathway in ES cells (Murchison et al., 2005; Wang et al.,
2007; Qi et al., 2009), or adult tissues (Giraldez et al.,
2005; Chong et al., 2008; Hand et al., 2009), did not
induce growth arrest. We conclude that CoGAM
requires efficient microprocessor knockdown in a
specific cellular background.
It should also be noted that the microprocessor is able
to target and cleave the DGCR8 mRNA (Han et al.,
2009; Kadener et al., 2009; Triboulet et al., 2009).
Although targeting of other mRNAs by the micro-
processor (Kadener et al., 2009) is still controversial
(Shenoy and Blelloch, 2009), we cannot exclude that
inhibiting Drosha or DGCR8 could modify the expres-
sion of non-pri-miRNA RNAs.
Complementation experiments revealed similarities
between the experimental model we present and the
DGCR8ko murine ES cell system (Wang et al., 2008).
In both cases, miR-19 and miR-20, as well as certain
micro-RNAs sharing the miR-20 seed (from the miR-
302 family, the murine miR-290 family and the human
miR-372 family), or the miR-19 seed (miR-33), were
found to rescue the phenotype induced by micropro-
cessor inhibition. This is consistent with both
phenotypes involving control of cell growth, and these
micro-RNAs targeting multiple cell growth inhibitory
genes. Interestingly, in both cases, miR-17 did not
efficiently rescue the growth defect, although miR-17-5p
and miR-20a share the same seed. This observation
points to functional differences between homologous
micro-RNAs, as also observed for miR-19a and miR-
19b in DGCR8ko ES cell rescuing (Wang et al., 2008), or
Figure 5 PTEN is a target of the micro-RNA pathway, involved
in CoGAM. (a) Left: MDA-MB-231 cells were transfected with
vectors coding for the indicated shRNAs and grown for 2 weeks
under selection. Whole-cell extracts were analyzed for Drosha and
PTEN expression by western blotting, with glyceraldehyde
phosphate deshydrogenase (GAPDH) as a loading control. Right:
PTEN expression was quantified from three independent experi-
ments. Results are presented as the relative expression in shDrosp-
or shDro-transfected cells vs cells transfected with an empty vector,
after normalization with GAPDH (mean±s.e.m.). %Po2 10ÿ2.
(b) MCF-7 cells were transfected with an empty vector, or a vector
coding for a PTEN targeting shRNA (shPTEN). After growth for 2
weeks under selection, total proteins were extracted in the presence
of phosphatase inhibitors (PhosSTOP, Roche) and analyzed for the
expression of PTEN, phophorylated AKT (P-AKT) and total
AKT. A non-specific band is shown under AKT as a non-saturated
loading control. (c) MCF-7 cells were transfected with vectors
coding for the indicated shRNAs, grown for 2 weeks under
selection, and analyzed as in Figure 2.
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for pre-miR-27a and pre-miR-27b in CoGAM rescuing
(this manuscript). In the latter case, it appeared puzzling
to attribute the marked functional difference to the
single outside-the-seed nucleotide difference between
miR-27a and miR-27b. We therefore note that, although
this hypothesis has still to be tested, our data could also
be explained by functional expression of miR-27b*.
Indeed, (i) the miR expression system that we used is
designed to lead to expression of the natural pre-
miRNA, including the miR* part; (ii) miR-27b* and
miR-27a* differ by several nucleotides, including one
point mutation in the seed and (iii) miR-27b* is actually
expressed in vivo, as shown by miR-27b/miR-27b* ratios
of around 10 (Kuchenbauer et al., 2011). On the other
hand, we also detected a series of specificities that
differentiated the ES cell-based screen from our data: (i)
ES cell-expressed micro-RNAs (miR-302, miR-372/3)
were found to rescue CoGAM less efficiently than miR-
19 and miR-20, a difference that was not detected by
complementation of DGCR8 knockout in ES cells; (ii)
the rescuing effects of miR-19b and miR-27b appeared
specific for CoGAM and (iii) p21, which participates in
the growth inhibition observed in DGCR8ko ES cells, is
not involved in CoGAM. Altogether, these comparisons
extend the major growth control function of micro-
RNAs bearing the miR-19 or miR-20 seeds from
stem cells to cancer cells. They also point to differences
in the growth-regulatory pathways of ES cells and
CoGAM-sensitive cancer cells, which deserve further
investigation.
The identification of PTEN as a growth-regulatory
protein involved in CoGAM is presented as an example
of a hypothesis-driven approach based on the results of
the micro-RNA functional screen that we describe.
PTEN was chosen as a candidate because (i) it is a
shared target of miR-19 and miR-20a; (ii) small
modifications of PTEN expression have important
functional consequences (Alimonti et al., 2010), suggest-
ing that deregulation of the micro-RNA level of
regulation could be sufficient for a role in CoGAM
induction and (iii) PTEN overexpression is known to
inhibit growth of MCF-7 cells through induction of a
G1 arrest (Weng et al., 1999). Clearly, complementation
of Drosha knockdown by PTEN knockdown is only
partial, and less efficient than miR-19 or miR-20
complementation. Differences in the complementation
phenotype were also observed between miR-19 and
miR-20 (transient vs sustained colony outgrowth;
Figure 3b). These results are consistent with miR-19
and miR-20-complementing CoGAM through multiple
targets, some shared, including PTEN, and some
specific. They do, however, demonstrate that PTEN is
involved in the regulation of growth-sustaining path-
ways in MCF-7 cells. In addition, they are consistent
with a functional importance of oncomiRs in MCF-7,
and consequently of the tumor suppressive conse-
quences of microprocessor inhibition.
In summary, we have shown that certain cancer cells
are dependent upon the microprocessor for their
growth, and we have provided a simple positive screen
to identify growth-sustaining micro-RNAs. This
approach circumvented the problems linked to structural
and functional redundancy of micro-RNAs, and was
able to unveil functional specificities of homologous
micro-RNAs. Obviously, characterization of other
phenotypes in microprocessor-inhibited cancer cells
could open new possibilities to functionally characterize
micro-RNAs by direct phenotypic complementation.
Materials and methods
Cell culture
Cell lines used were as follows: A549 (lung carcinoma),
HCT116 (colon carcinoma) and its p53ÿ/ÿ derivative, HeLa
(cervix carcinoma), MCF-7 (breast carcinoma), MDA-MB-
157 (breast carcinoma), MDA-MB-231 (breast carcinoma),
T-47D (breast carcinoma) and ZR75-1 (breast carcinoma).
They were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium-
Glutamax-I (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) supplemen-
ted with 10% fetal bovine serum (Biological Industries,
ATGC, Marne-la-Valle´e, France) at 37 1C in a 5% CO2
humidified atmosphere. Transfections were performed in
3.5 cm petri dishes at 80% confluency with 2 mg plasmid and
2ml lipofectamine 2000 (Invitrogen). Cells were then seeded at
1/50 in 6 cm petri dishes and grown under selection for 14 days,
unless otherwise indicated. Double transfections were per-
formed the same way with 1.5 mg of each plasmid and 3ml
lipofectamine 2000, and cells were diluted 1/20th in 6 cm petri
dishes for selection. Populations of transfected cells were
established by pooling at least 100 clones after transfection and
selection.
Complementation screen
Double transfections were performed as described above. After
14 day selection, plates were fixed for 2 h in 4% formaldehyde
and stained overnight with methylene blue in 30% methanol.
They were then washed in water and air dried. Dried plates were
pictured with a Bio-Print system (Vilber Lourmat, Marne-la-
Valle´e, France). Colonies were quantified with a ColCount
system (Oxford Optronics, Oxford, UK) with a manufacturer-
provided sensitivity setting (‘disperse-colonies’).
Plasmids
The H1 promoter-containing Epstein-Barr virus plasmids
(pEBP for puromycin selection and pEBH for hygromycin
selection) have been described previously (Biard et al., 2005).
Individual shRNA or pre-miRNA coding plasmids were
constructed by inserting hybridized oligonucleotides (Sigma,
Lyon, France) into BglII–HindIII digested vectors. Oligonu-
cleotide sequences were established by using the Dharmacon
web site for shRNAs (http://www.dharmacon.com/Design
Center/DesignCenterPage.aspx) and the miRBase web site for
pre-miRNAs (http://www.mirbase.org/), and are available
upon request. To ensure correct processing of the vector-
encoded pre-miRNAs, we inserted the exact pre-miRNA
sequences as shown in miRBase (that is, the 50 stem indicated
in purple followed by the loop and the 30 stem indicated in
purple) immediately after the well-defined transcription start
site of the H1 promoter (as described in Brummelkamp et al.,
2002). Polymerase III will then lead to transcription of this
sequence into a stem-loop RNA, which will require only
cleavage by Dicer to remove the loop and produce the
natural miR/miR* duplex. Plasmids were systematically
sequenced (Millegen Biotechnologies, Labe`ge, France).
Screening for growth-sustaining micro-RNAs
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The pCMV-3 flagDGCR8m vector was constructed by
ligating the PCR-amplified mmDGCR8 cDNA into pCMV-
3 flag-10 (Sigma). Three mutations (T1642C, G1649C and
T1651C) were introduced using the Quickchange Lightning
site-directed mutagenesis kit (Agilent Technologies, Massy,
France), leading to one conservative change (V435L). The
insert was fully sequenced (Millegen Biotechnologies).
Western blotting
Total proteins were extracted in Tris 50mM pH 8, NaCl
300mM, Triton X-100 1%, sodium dodecyl sulfate 0.1%,
ethylenediaminetetraacetic acid 1mM, Complete protease
inhibitor cocktail (Roche, Meylan, France) and phenylmetha-
nesulphonyl-fluoride 1mM, supplemented with PhosSTOP
(Roche) where indicated. Lysates were cleared by centrifuga-
tion at 15 000 r.p.m. for 10min at 4 1C, and protein content
assayed using the Pierce micro-BCA kit (Thermo Fisher
Scientific, Brebie`res, France). Proteins were separated on
sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis
and transferred on nitrocellulose or polyvinylidene difluoride
membranes. Specific proteins were detected by incubation with
the following antibodies: anti-PTEN (Cell Signaling Technol-
ogy no. 9559, Beverly, MA, USA), anti-Phospho-Akt (S473;
Cell Signaling Technology no. 4060), anti-Akt (Cell Signaling
Technology no. 9272), anti-a-tubulin (Sigma no. T5168),
anti-Drosha (Millipore nos. 07-717, Molsheim, France),
anti-DGCR8 (Protein Tech Group no. 60084-1-Ig, Chicago,
IL, USA), anti-GRP94 (Santa Cruz Biotechnology no. sc-
11402, Le Perray en Yvelines, France), anti-glyceraldehyde
phosphate deshydrogenase (Santa Cruz Biotechnology no. sc-
20357), anti-p21 (Santa Cruz Biotechnology no. sc-6246) and
the DO-7 anti-p53 monoclonal antibody (Santa Cruz Biotech-
nology no. 47698). Blots were revealed with either enhanced
chemiluminescenceþ (GE Healthcare, Orsay, France) and
film exposure, or enhanced chemiluminescence Advance (GE
Healthcare) and camera capture (G:Box, Syngene, Cambridge,
UK). Quantification was performed with ImageQuant (GE
Healthcare).
RNA extraction and micro-RNA qRT–PCR
Total RNA was extracted using the miRNeasy kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France), and its quality was checked by calculating
the optical density (OD)260/OD230 (>2) and OD260/OD280
(>1.8) ratios, and by agarose electrophoresis. Micro-RNAs
were quantified by triplicate qRT–PCR using the Taqman
micro-RNA assay (Applied Biosystem, Courtaboeuf, France).
Relative quantification was performed using the DDCt method,
using RNU48 as a reference.
Growth in athymic mice
Exponentially growing cells were trypsinized, washed once in
phosphate-buffered saline supplemented with 10% fetal bovine
serum and twice in phosphate-buffered saline, before sub-
cutaneous injection into the flanks of athymic mice (NMRI
nude mice, Janvier, Le Genest Saint Isle, France). Tumor
volumes were calculated by multiplying two perpendicular
measures, taken three times a week for the following 41 days,
or until tumor size precluded it.
Cell cycle analysis (Colmont et al., 2001) and senescence-
associated b-galactosidase staining (Dimri et al., 1995) were
performed as described elsewhere.
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LEGENDS FOR SUPPLEMENTARY FIGURES AND TABLE I 
 
Supplementary Figure 1: Colony growth arrest induced by microprocessor inhibition is 
not senescence. 
MCF-7 cells were transfected with vectors coding for shDrosp or shDro, grown for 2 weeks under 
selection, and then fixed and stained for senescence-associated β-galactosidase activity. Phase 
contrast pictures of representative clones were taken at 2 different magnifications. Senescent 
cells could be observed in the center of overgrown clones of shDrosp transfected cells (top), and 
served as a positive staining control. 
 
Supplementary Figure 2: Screening for microprocessor-dependent cell lines. 
The different cell lines were transfected at 80-90% confluency, plated at low density, and grown 
for 2-3 weeks under selection. They were then fixed and stained with methylene blue. Shown is 
1 representative experiment out of at least 3. 
 
Supplementary Figure 3: Efficient microprocessor knockdown in MDA-MB-231 cells. 
Cells were transfected with vectors coding for the indicated shRNAs and grown for 2 weeks 
under selection. (a) Whole cell extracts were analyzed for Drosha and DGCR8 expression by 
western blotting. GRP94 was used as a loading control. The experiment was repeated 3 times 
with similar results. (b) Total RNA was extracted and assayed for the expression of a series of 
micro-RNAs, using RNU48 as a normalization target. Results are presented as the mean ± S.D (n 
= 2) of each micro-RNA expression relative to cells transfected with an empty vector. 
 
Supplementary Figure 4: Phenotypic consequences of microprocessor inhibition are not 
due to off-target effects. 
Cells were transfected with vectors coding for the indicated shRNAs ((a) shDro2 targets Drosha 
and (b) shDG2 targets DGCR8). Clones were allowed to grow for 2 weeks under selection, fixed, 
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and stained with methylene blue. The experiment was performed at least 3 times with similar 
results 
 
Supplementary Figure 5: Efficient knockdown of Drosha in CoGAM-complemented cells 
MCF-7 cells were transfected with pEBP, pEBP-shDro, or pEBP-shDG, together with an equal 
amount of pEBH or pEBH-miRx. They were then grown under selection for 14 days, except for 
pEBP-shDro + pEBH-miR-302 and pEBP shDro + pEBH-miR-372 (8 days) and pEBP-shDro + 
pEBH-miR-27b (18 days). Whole cell extracts were prepared and 20 µg total protein were 
analyzed for expression of Drosha (top) and DGCR8 (bottom) by western blotting. GRP94 was 
used as a loading control. 
 
Supplementary Figure 6: Time-course of CoGAM complementation. 
Complementation was performed as detailed in Figure 3c. One representative experiment is 
presented. 
 
Supplementary Figure 7: CoGAM is resistant to knockdown of p21 in double transfection 
experiments. 
MCF-7 cells were transfected with vectors coding for the indicated shRNAs, grown for 2 weeks, 
fixed, and stained with methylene blue. The experiment was performed twice with similar 
results. 
 
Supplementary Figure 8: Drosha knockdown induces a reproducible increase in PTEN 
mRNA levels 
MDA-MB-231 cells were transfected with vectors coding for the indicated shRNAs and grown for 
two weeks under selection. Total RNA was prepared with the miRNeasy kit (Qiagen) and 
assayed for expression of the indicated genes with Taqman gene expression assays (Applied 
Biosystems). Results were normalized with GAPDH. B2M: β-2-microglobulin. 
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Supplementary Table I: Expression of micro-RNAs from pEBH-miRx vectors 
Individual pre-miRNAs coding vectors were transfected in HeLa cells, and total RNA was 
extracted 24 hrs after. Expression of the mature micro-RNA was assayed by RT-qPCR and 
normalized with RNU48. Shown are the fold changes between cells transfected with pre-miRNAs 
coding vectors vs empty vector transfected cells (FC vs empty). The threshold cycle in non-
transfected cells (Ct in empty) is indicated in brackets as an indication of the level of expression 
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I.2 Résultats additionnels 
 
I.2.1 L’inhibition du microprocesseur n’est pas améliorée par l’inhibition 
concomitante de Drosha et DGCR8 
 
Nous avons regardé s’il était possible d’obtenir une meilleure inhibition du microprocesseur en 
inhibant à la fois Drosha et DGCR8. Pour cela, nous avons ciblé Drosha et DGCR8 dans des 
cellules HCT116 p53-/- en les co-transfectant avec les plasmides shDro et shDG, chacun portant 
un marqueur de sélection différent (Figure 20). Cependant, l’inhibition concomitante de Drosha 
et DGCR8 n’a pas amélioré l’inhibition du microprocesseur (Figure 20A) ni l’inhibition de la 
maturation des miRNAs (Figure 20B). La Figure 20A montre d’ailleurs que l’augmentation de 
DGCR8 induite par shDro compense l’inhibition de DGCR8 par shDG lorsque les 2 protéines ont 
été inhibées en même temps, ramenant DGCR8 à un niveau comparable au niveau normal. Ces 
résultats sont cohérents avec le fait que les 2 protéines font partie du même complexe et que les 
2 protéines sont nécessaires à la maturation des miRNAs par le complexe. Ainsi, l’inhibition de 
l’une ou de l’autre suffit à inhiber la maturation des miRNAs et l’inhibition des deux protéines en 


























Figure 20 : Comparaison des efficacités de différents types d’inhibition du microprocesseur.     
A) Des cellules HCT116 p53-/- ont été co-transfectées avec les vecteurs codant pour les séquences indiquées           
(«-» signifie plasmide vide) et sélectionnées avec de l’hygromycine et de la puromycine. Les protéines 
totales ont été extraites et 20 µg ont été analysées par western-blot pour l’expression de Drosha, DGCR8 et 
GRP94 comme contrôle de chargement. B) L’ARN total a été extrait et l’expression de 3 miRNAs a été 
analysée par qRT-PCR en utilisant l’expression de RNU48 comme contrôle de normalisation. Le graphique 
montre l’expression relative des miRNAs par rapport aux cellules HCT116 p53-/- transfectées avec les 2 
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Figure 21 : Effet du 3’UTR de PTEN sauvage et muté au niveau de sites prédits pour miR-20 sur 
l’expression d’un gène rapporteur. A) Environ 2 kb du 3’UTR de PTEN contenant les 3 sites prédits 
pour miR-20 ont été clonés en aval du gène rapporteur de la luciférase de luciole (FL pour « firefly 
luciferase) dans le plasmide pmirGLO (Promega) contenant également le gène de la luciférase de 
Renilla (RL) servant de contrôle de normalisation de l’intensité lumineuse. Le 3’UTR cloné a été 
entièrement vérifié en séquence. 2,5.104 cellules HeLa (exprimant miR-20) ont été ensemencées en plaque 
96 puits et transfectées en triplicats 24h plus tard avec 200 ng de pmirGLO sans 3’UTR (-3’UTR) ou 200 ng 
de pmirGLO avec le 3’UTR de PTEN (+PTEN 3’UTR). 24h après transfection, l’activité des gènes 
rapporteurs a été mesurée avec le kit « Dual GLO Luciferase Assay » (Promega). Les résultats sont 
présentés comme le ratio de l’activité FL sur celle de RL, normalisé par rapport à pmirGLO sans 3’UTR 
(n=1). La présence du 3’UTR entraine une répression de l’expression de la FL de 80%. B) Le 3’UTR de PTEN 
contenu dans pmirGLO a ensuite été muté au niveau de 3 nucléotides consécutifs (en rouge) dans la 
séquence complémentaire à la séquence noyau (en vert) des 3 sites prédits de la famille des miRNAs miR-
20, générant les plasmides PTEN m1 (muté site 1), m2 (muté site 2) et m3 (muté site 3). C) Des cellules 
HeLa ont été transfectées en triplicats avec ces plasmides et soumises au « Dual GLO Luciferase Assay » 
comme décrit en (A). Les résultats sont présentés comme le ratio de l’activité FL sur celle de RL, normalisé 
par rapport à pmirGLO avec le 3’UTR non muté (3’UTR) (moyenne ± S.E.M., n = 3). La mutation du site 1 
lève significativement la répression exercée sur le gène de la luciférase (*p<0,05). 
I.2.2 PTEN est une cible de la famille miR-20 
 
Au moment de notre étude, PTEN était une cible déjà validée de miR-19 (Lewis et al., 2003; Olive 
et al., 2009) mais pas de miR-20. Puisque miR-20 est le miRNA qui complémente le mieux le 
phénotype CoGAM et que nous avons montré que PTEN est partiellement impliqué dans ce 
phénotype, nous avons voulu valider que PTEN était une cible de miR-20. Nous avons identifié 3 
sites prédits des miRNAs de la famille miR-20 dans le 3’UTR de PTEN. Dans l’ordre d’apparition 
dans le 3’UTR, le 1er site est prédit par les logiciels miRanda et Pictar, le 2e et le 3e (avec un 
mésappariement ou un appariement bancal dans la séquence noyau) uniquement par Pictar. 
Nous avons cloné le 3’UTR de PTEN en aval d’un gène rapporteur de la luciférase et nous avons 
mesuré l’effet de la mutation de 3 nucléotides au cœur de la séquence noyau de ces sites de 









































































































































La présence du 3’UTR sauvage a entrainé une répression de l’activité du gène rapporteur de 
80% dans les cellules HeLa exprimant fortement miR-20 (Figure 21B). Seule la mutation du 1er 
site a permis de lever la répression exercée sur le gène rapporteur (Figure 21C), confirmant que 
ce site de réponse à la famille miR-20 est fonctionnel. Pour que ces résultats soient complets, il 
nous aurait fallu co-transfecter ces plasmides avec un plasmide permettant de surexprimer  
miR-20 ou avec des molécules de type miR-20, dans des cellules exprimant peu ou pas de 
miRNAs de la famille miR-20. Cette expérience doit permettre de montrer que la surexpression 
de miR-20 entraine une inhibition du gène rapporteur, dépendante de la présence du site de 
réponse. Nous n’avons pas eu le temps de développer cette partie de la démonstration. 
Cependant, nos résultats ont entre-temps été confirmés par la publication des travaux de 
Poliseno et al. qui montrent également par une approche plus complète que PTEN est bien une 
cible de la famille miR-20 (Poliseno et al., 2010a). 
 
 




Une des limites du système expérimental basé sur les vecteurs épisomaux est qu’il nous oblige à 
travailler après sélection à moyen terme des cellules transfectées, ce qui nous empêche d’étudier 
les étapes initiales du phénotype d’arrêt de prolifération. De plus, suite à la sélection, les cellules 
dépendantes du microprocesseur sont complètement arrêtées par l’inhibition de Drosha ou de 
DGCR8 avec les vecteurs épisomaux, ce qui limite la possibilité d’étudier ce phénotype d’arrêt de 
prolifération des colonies. Nous avons donc mis au point un système inductible pour l’inhibition 
de Drosha grâce à des vecteurs lentiviraux permettant l’expression de shDro sous contrôle d’un 
promoteur dépendant de la tétracycline (Wiederschain et al., 2009). La possibilité d’inhiber 
Drosha en absence des effets liés à la sélection antibiotique et sur des durées de cinétiques 
choisies permettrait de tester les caractéristiques moléculaires (niveau d’expression de Drosha 
et des miRNAs, niveau d’expression de PTEN et d’autres cibles potentiellement impliquées) et 
cellulaires (cycle cellulaire, apoptose, prolifération) des différentes étapes de l’arrêt de 
prolifération.  
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II.2 Matériel et méthodes 
 
Du sérum de veau fœtal certifié sans contaminant dérivé de la tétracycline (« FBS, Tet System 
Approved Serum », Clontech) a été utilisé pour l’ensemble des cultures cellulaires de cette partie 
expérimentale (production des lentivirus, transduction et culture des lignées inductibles 
établies).  
II.2.1 Plasmides et production des particules lentivirales 
 
Les séquences du shRNA contrôle shDrosp ou du shRNA shDro ont été insérées dans le plasmide 
« pLKO-Tet-on-puro » (Addgene) (Wiederschain et al., 2009) digéré avec AgeI et EcoRI, puis 
vérifiées par séquençage. Le plasmide pLKO-shDrosp ou pLKO-shDro a été mélangé avec un 
plasmide codant pour la protéine VSV-G (protéine d’enveloppe du virus de la stomatite 
vésiculaire) et le plasmide pCMV-dR8.91 (Delta 8.9) codant pour gag, pol et rev. Du Cacl2 
(concentration finale 0,25 M) est ajouté au mélange de plasmides, ce qui permet de précipiter le 
mélange par ajout au goutte-à-goutte à une solution tamponnée de HBS 2x (pH=7,2). Le 
précipité est ajouté au milieu de culture de cellules 293T à 70-80% de confluence afin de les 
transfecter avec les 3 plasmides. Le milieu est changé 24h plus tard. Après 48h, le milieu 
contenant les particules lentivirales produites est récupéré, centrifugé à 1200 rpm pendant 5 
min pour éliminer les débris cellulaires. Le surnageant est filtré à 0,8 µm, aliquoté et conservé à  
-80°C. 
II.2.2 Transduction cellulaire et établissement de lignées stables 
 
L’établissement de lignées inductibles a été réalisé grâce à la transduction de la lignée MCF-7 
(dépendante du microprocesseur) ainsi que, pour comparaison, la lignée de cancer du sein MDA-
MB-231. 2.105 (MDA-MB-231) ou 5.105 (MCF-7) cellules ont été ensemencées dans une boite de 
culture de 3,5 cm de diamètre. Après 24h, 200 µl (MDA-MB-231) ou 1 ml (MCF-7) de surnageant 
contenant les particules lentivirales ont été ajoutés aux cultures cellulaires. Après 72h (MDA-
MB-231) ou 48h (MCF-7), les cellules ont été trypsinées, passées au 1/500 dans des boites de 
culture de 6 cm de diamètre puis sélectionnées à la puromycine pendant environ 14 jours. Par 
comptage des clones résistants à la puromycine, nous avons déterminé que dans les conditions 
utilisées, l’efficacité de transduction était comprise entre 55% et 83%. Les cellules sélectionnées 
ont été rassemblées pour constituer les lignées inductibles (i-shDrosp et ishDro). 
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II.3 Résultats préliminaires 
II.3.1 Validation de la fonctionnalité du système inductible 
 
Les cellules MDA-MB-231 i-shDro ont été traitées à la doxycyline sur une durée 8 jours pour 
induire l’expression de shDro. L’expression de Drosha a été mesurée à différents temps de la 
cinétique (Figure 22A). Sous l’effet de l’induction de shDro, l’expression de Drosha a 
graduellement diminué pour atteindre un minimum à partir de 72h environ. Nous avons 
également pu vérifier que l’expression de DGCR8 était augmentée parallèlement à l’inhibition de 
Drosha, confirmant l’inhibition fonctionnelle de Drosha. Nous avons ensuite regardé si le 
traitement à la doxycycline des MCF-7 i-shDro permettait également d’inhiber l’expression de 
Drosha. Les cellules MCF-7 i-shDrosp (comme contrôle) et i-shDro ont donc été traitées ou non 
pendant 4 jours avec de la doxycycline et les expressions de Drosha et DGCR8 ont été comparées 
dans ces différentes conditions (Figure 22B). Nous avons observé une diminution significative 
de l’expression de Drosha dans les MCF-7 i-shDro traitées à la doxycycline, accompagnée d’une 



























Nous avons ensuite mesuré l’effet de l’induction de l’inhibition de Drosha sur la maturation des 
miRNAs. Pour cela, nous avons traité les cellules MCF-7 et MDA-MB-231 i-shDro avec de la 
Figure 22 : Le traitement à la doxycycline des lignées i-shDro entraine une inhibtion de 
l’expression de Drosha. A) Les cellules MDA-MB-231 i-shDro ont été traitées à la doxycycline (Dox) à 
100 ng/ml pendant les durées indiquées pour induire l’expression de shDro. Les protéines totales ont été 
extraites et 30 µg ont été analysées par western-blot pour l’expression de Drosha, DGCR8 et GRP94 comme 
contrôle de chargement. Les chiffres en dessous des images des western-blots indiquent le ratio de 
l’intensité des bandes sur celles de GRP94 (quantification réalisée avec ImageJ), normalisé par rapport 
aux cellules non traitées à la doxycycline. B) Les cellules MCF-7 i-shDrosp et i-shDro ont été traitées à la 
doxycycline (100 ng/ml) pendant 4 jours. Les protéines totales ont été extraites et 25 µg ont été analysées 













1     0,41    0,20   0,06   0,05   0,03
1      1,39    3,26    2,58   3,52  3,96
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Figure 23 : Le traitement à la doxycycline des lignées inductibles i-shDro entraine une inhibtion de 
l’expression des miRNAs. A) Les cellules MDA-MB-231 i-shDro ont été traitées à la doxycycline (Dox) à 100 
ng/ml pendant le nombre de jours indiqués pour induire l’expression de shDro. Les protéines totales ont été 
extraites à 7, 14 et 21 jours, et 30 µg de protéines ont été analysées par western-blot pour l’expression de 
Drosha, DGCR8 et GRP94 comme contrôle de chargement. B) Les cellules MDA-MB-231 i-shDro (à gauche) et 
MCF-7 i-shDro (à droite) ont été traitées à la doxycycline (Dox) à 100 ng/ml pendant le nombre de jours 
indiqués pour induire l’expression de shDro. L’ARN total a été extrait à chaque point de la cinétique et 
l’expression de 3 miRNAs a été analysée par qRT-PCR en utilisant l’expression de RNU48 comme contrôle de 
normalisation. Le graphique montre l’expression relative des miRNAs par rapport aux cellules i-shDro non 
traitées à la doxycycline (n = 1). 
 
doxycycline pendant 21 jours et nous avons mesuré la quantité de 3 miRNAs matures à 
différents temps de cette cinétique. Nous avons tout d’abord vérifié que Drosha pouvait être 
inhibée en continu sur cette durée plus importante (Figure 23A). Le traitement continu à la 
doxycycline pendant 21 jours a permis de maintenir l’inhibition de Drosha dans les cellules 
MDA-MB-231 i-shDro, même si cette inhibition semble être un peu plus importante à 7 jours que 
par la suite. La Figure 23B montre que, après induction de l’inhibition de Drosha, nous avons 
mesuré dans les 2 lignées une diminution de l’expression de la majorité des miRNAs matures à 
partir de 7 jours. Entre 7 et 21 jours, nous avons mesuré une inhibition moyenne des miRNAs 
matures fluctuant entre 41% et 57% dans les MDA-MB-231, et entre 40% et 69% dans les  
MCF-7. Ces résultats suggèrent que les miRNAs matures sont très stables puisque, malgré une 
inhibition très efficace de Drosha à partir de 3 jours, il a fallu attendre 7 jours pour voir diminuer 
l’expression des miRNAs matures. Bien que ces résultats soient préliminaires car les expériences 
n’ont été réalisées qu’une seule fois, ils montrent dans leur ensemble que le système inductible 
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II.3.2 Effets de l’inhibition de Drosha sur la capacité des cellules dépendantes du 
microprocesseur à former des colonies 
 
En induisant l’inhibition de Drosha dans les cellules MCF-7 i-shDro en conditions de culture 
classiques, nous avons constaté que les cellules étaient capables de proliférer. Nous nous 
sommes demandé si le phénotype d’arrêt de croissance des colonies observé avec le système de 
vecteurs épisomaux (CoGAM) pouvait être lié à l’isolation des cellules (nécessaire avec ce 
système pour les sélectionner) et donc représenter une inhibition de la capacité de cellules 
individuelles à cloner. Afin d’étudier cette hypothèse dans les MCF-7 i-shDro et en prenant les 
MDA-MB-231 i-shDro comme contrôle résistant au phénotype CoGAM, nous nous sommes tout 
d’abord placés dans des conditions où les miRNAs matures étaient effectivement inhibés. Pour 
cela, nous avons pré-traité ou non (contrôle) les cellules à la doxycycline pendant 10 jours avant 






























Figure 24 : Effet de l’inhibition de Drosha sur la capacité à former des colonies. Les cellules         
MDA-MB-231 i-shDro et MCF-7 i-shDro ont été traitées (+Dox) ou non (-Dox) à la doxycycline à 100 ng/ml 
pendant 10 jours avant d’être ensemencées à 105 cellules (A) ou 103 cellules (dilution clonale) (B) dans une 
boite de culture de 6 cm de diamètre. Les cellules ont été cultivées pendant 4 jours (A) et 10 jours (B) avant 
d’être fixées au formaldéhyde (4%) et colorées au bleu de méthylène. L’intensité de la coloration des boites 
ensemencées à densité moyenne (A) a été mesurée avec ImageJ. Les résultats en (A) sont présentés comme la 
moyenne de l’intensité des pixels par boite, normalisée par rapport aux cellules non traitées à la doxycycline  
(n=1). Le nombre de colonies formées à partir des cellules ensemencées à très faible densité (B) a été compté 
avec le système Colcount (Oxford Optronics). Les résultats en (B) sont représentés comme le nombre de 
colonies, normalisé par rapport aux cellules non traitées à la doxycycline (n=1). 
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 Nous avons laissé proliférer les cellules pendant 4 ou 10 jours respectivement avant de les fixer, 
de les colorer et de les quantifier. Dans le 1er cas, la prolifération des cellules n’a pas semblé être 
affectée par l’inhibition de Drosha, comme le montre la Figure 24A. Dans le cas de la dilution 
clonale des cellules, les colonies formées ont été dénombrées et nous avons mesuré une 
diminution d’environ 50% de la formation des colonies dans les MCF-7 inhibées pour Drosha 
alors que la formation des colonies n’a pas été affectée par l’inhibition de Drosha dans les MDA-
MB-231 (Figure 24B). Encore une fois préliminaires, ces résultats suggèrent que le phénotype 
CoGAM pourrait se caractériser, au moins en partie, par une diminution de la capacité des 





III. Modifications protéomiques induites par l’inhibition du 
microprocesseur (Article II) 
  
Dans cette partie, il sera fait référence aux Figures de l’article II (soumis à Proteomics). 
 
Dans le but initial d’identifier des protéines cibles des miRNAs jouant potentiellement un rôle 
dans le phénotype CoGAM, nous avons décidé de réaliser une analyse des modifications 
protéomiques induites par l’inhibition du microprocesseur dans les cellules MCF-7. De plus, ce 
phénotype ne s’apparente à aucun état cellulaire connu, tel que la sénescence, l’activation d’un 
point de contrôle du cycle cellulaire ou encore l’apoptose. Ainsi, la caractérisation protéomique 
du phénotype CoGAM pouvait nous apporter des informations sur cet état cellulaire particulier.  
 
Or, l’analyse protéomique des cellules MCF-7 shDro (présentant le phénotype CoGAM) a mis en 
évidence un résultat inattendu, à savoir un biais dans la taille des protéines dont l’expression 
était modifiée par rapport aux cellules MCF-7 contrôles (Figures 1C et 1D). En effet, nous avons 
montré que les protéines induites étaient significativement plus petites (27,5 ± 6,0 kDa en 
moyenne) que les protéines réprimées (87,4 ± 25,7 kDa). Ce biais de taille était spécifique de la 
taille des protéines car indépendant du point isoélectrique et du niveau d’expression des 
protéines dans les cellules contrôles (Figures 1E, 1F, 1G et 1H). De plus, le biais de taille ne nous 
a pas semblé correspondre à une dégradation généralisée non spécifique des grandes protéines 
dans les cellules CoGAM puisque l’expression de seulement 85 protéines sur 535 (15,9%) était 
diminuée.  
 
Afin d’évaluer si l’arrêt de croissance en lui-même pouvait être à l’origine du biais de taille 
observé, nous avons comparé les modifications du protéome entre les cellules MCF-7 shDro 
(CoGAM) et les cellules MCF-7 shDro dont l’arrêt de prolifération est complémenté par 
l’expression de miR-20a (Figures 2C et 2D). Cette comparaison nous a permis de montrer que la 
complémentation de CoGAM sans ré-exprimer Drosha induisait un biais de taille en sens inverse. 
Nous en avons conclu que le biais de taille observé était au moins en partie dû au phénotype 
CoGAM lui-même. 
 
Nous avons également évalué les modifications protéomiques induites par l’inhibition de Drosha 
indépendamment du phénotype CoGAM. Pour cela, nous avons comparé les protéomes des 
cellules MCF-7 shDro complémentées avec miR-20 avec des MCF-7 surexprimant uniquement 
miR-20. Nous avons également comparé les protéomes des cellules de carcinome du colon 
HCT116 contrôles et shDro, ces cellules ne présentant pas de phénotype CoGAM. Dans les deux 
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cas, nous avons trouvé un biais de taille moins marqué que dans les cellules arrêtées mais 
statistiquement significatif (Figure 3). Ces résultats montrent que l’inhibition de Drosha est 
responsable en partie du biais dans la taille des protéines modifiées, indépendamment de 
l’établissement du phénotype CoGAM.  
 
Nous avons ensuite voulu identifier les protéines induites par l’inhibition de Drosha dans les 
cellules MCF-7, ces protéines étant des cibles potentielles des miRNAs. Afin de s’affranchir de 
l’effet indirect que pourrait avoir le phénotype CoGAM, nous avons identifié les protéines 
dérégulées dans les cellules MCF-7 shDro complémentées avec miR-20a (inhibition de Drosha 
sans CoGAM) par rapport aux MCF-7 surexprimant miR-20a, grâce à une analyse en 
spectrométrie de masse des spots modifiés. Toutes les protéines qui ont été identifiées ont un 
poids moléculaire théorique cohérent avec celui des spots modifiés, confirmant que le biais de 
taille n’était pas dû, dans ces conditions, à une protéolyse des protéines de haut poids 
moléculaire. Une analyse GO (« Gene Ontology ») des protéines identifiées nous a indiqué que 
parmi les 35 processus biologiques significativement enrichis, 7 concernent la réponse cellulaire 
au stress, dont 6 spécifiquement liés au stress oxydatif. La réponse à l’inhibition de Drosha 
présente donc des caractéristiques de réponse à un stress oxydatif. Or, les seuls biais de taille 
dans la réponse protéomique portés à notre connaissance concernaient ceux induits par 
différents stress chez la levure, notamment le stress oxydatif (Vilaprinyo et al., 2010) 
(communication personnelle de Jean Labarre, voir Figures 4A et 4B). Nous nous sommes donc 
demandé si, dans les cellules MCF-7, le traitement au peroxyde d’hydrogène (H2O2), générant un 
stress oxydatif, pouvait entrainer de la même manière que chez la levure un biais dans la taille 
des protéines modifiées. Nous avons pour cela analysé les résultats d’une étude précédente 
mesurant les modifications du transcriptome de cellules MCF-7 traitées à l’H2O2 (Desaint et al., 
2004). Nous avons utilisé la taille prédite des protéines correspondant aux transcrits modifiés 
pour montrer que le traitement à l’H2O2 des cellules MCF-7 entrainait également un biais dans la 
taille des protéines modifiées. Ces résultats suggèrent qu’il existe un lien entre l’inhibition 
globale de la voie miRNA, le stress oxydatif et un biais de taille dans les modifications 
protéomiques induites. 
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Impairing the micro-RNA pathway induces proteome modifications characterized by size 
bias and enrichment in anti-oxidant proteins. 
 
Delphine Peric1, Jean Labarre2, François Chevalier3,*, and Germain Rousselet1,* 
 
1CEA, DSV, iRCM, Laboratoire de Génétique de la Radiosensibilité, Fontenay aux Roses, France 
2CEA, DSV, iBiTec-S, Laboratoire de Biologie Intégrative, Gif sur Yvette, France 
3CEA, DSV, iRCM, Plateforme de Protéomique, Fontenay aux Roses, France 
*: these 2 authors contributed equally to this work 
 
Send correspondence to Germain Rousselet, Laboratoire de Génétique de la Radiosensibilité, 
iRCM, CEA, 18 route du panorama, 92260 Fontenay aux Roses, France; e-mail: 
germain.rousselet@cea.fr; phone: (33) 1 46 54 70 41; fax: (33) 1 46 54 87 34; or François 
Chevalier, Plateforme de Protéomique, iRCM, CEA, 18 route du panorama, 92260 Fontenay aux 
Roses, France; e-mail: francois.chevalier@cea.fr; phone: (33) 1 46 54 83 26; fax: (33) 1 46 54 89 
55. 
 
Abbreviations: CoGAM: Colony Growth Arrest induced by Microprocessor inhibition 
 
Keywords: Drosha, microprocessor, proteostasis, stress 
 
Total number of words: 4995 
  140
ABSTRACT 
Perturbation of individual micro-RNAs, or of the micro-RNA pathway, plays a role in 
carcinogenesis. In certain cancer cells, inhibition of the micro-RNA pathway leads to a growth 
arrest state (CoGAM for Colony Growth Arrest induced by Microprocessor inhibition), which can 
be rescued by re-expression of individual micro-RNAs such as miR-20a. We now report that the 
proteome of cells undergoing CoGAM is characterized by massively size-biased modifications, 
with induction of small proteins and inhibition of large ones. This atypical pattern of proteome 
modification is in part due to the growth arrest itself. However, a size bias in differentially 
expressed proteins is also observed upon microprocessor inhibition in CoGAM resistant cells, 
and upon microprocessor inhibition in CoGAM sensitive cells rescued by miR-20a. In this case, 
GO analysis of induced proteins identified by mass spectrometry revealed a significant 
enrichment in proteins involved in resistance to oxidative stress. In addition, H2O2 treatment of 
CoGAM sensitive cells led to similarly size-biased proteome modifications. Our results point to 
size bias as a relevant readout of proteome modifications, in particular in conditions of stress 
such as CoGAM or oxidative stress. They also suggest research avenues to study the role of the 
micro-RNA pathway in proteostasis. 
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1 Introduction 
Micro-RNAs are a family of ~22 nucleotide RNAs controlling genome expression by inhibiting 
translation and/or inducing degradation of specific target mRNAs [reviewed in 1]. These small 
RNAs are encoded in the genome, either in dedicated polymerase II transcription units, or in the 
introns of protein coding genes. Their biogenesis requires 2 distinct steps [2]. In the nucleus, the 
microprocessor, a complex composed of the RNase III Drosha and its RNA binding partner 
DGCR8, excises a stem-loop RNA (pre-miRNA) from the primary transcript (pri-miRNA). After 
export to the cytoplasm, the loop is removed by the RNase III Dicer, and the mature miRNA is 
loaded onto a functional RISC complex (RNA-Induced Silencing Complex). Target mRNAs are 
then recognized by hybridization of the micro-RNA component of the RISC, leading to decrease 
of the encoded protein, generally accompanied by mRNA degradation [3]. 
 
It is now established that micro-RNAs participate in multiple biological functions, in particular in 
relation to cell differentiation and proliferation [4]. In addition, deregulation of micro-RNAs has 
been observed in tumor tissues and cells [5], and oncogenic [6] or tumor suppressive [7, 8] 
properties have been assigned to specific micro-RNAs. Therefore, functional studies in the 
context of transformed cells are of primary importance to identify cancer-related micro-RNAs, as 
well as the pathways they control. However, the micro-RNA pathway is endowed with 
redundancy, at both structural and functional levels. As a consequence, inhibition of single 
micro-RNAs is often phenotypically silent [9], which hampers classical reverse genetics 
approaches. 
 
As an alternative, we have developed a molecular genetics approach combining a specific 
inhibition of the micro-RNA pathway at large, by inhibiting the microprocessor, and a 
complementation of the observed phenotypes by re-expression of individual microprocessor-
independent pre-miRNAs [10]. We have used this approach to identify cancer cell lines whose 
proliferation depends on the microprocessor, describing a new phenotype of colony growth 
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arrest that we have called CoGAM. This phenotype was observed only in certain cell lines, where 
it is characterized by a long term growth arrest with an increase of the fraction of cells in G0/G1 
in the absence of senescence. In CoGAM resistant cells, microprocessor inhibition led to an 
increase of the transformed phenotype, as already established in other tumor models [11]. 
CoGAM could be complemented by re-expression of individual micro-RNAs, such as miR-20a, 
showing that it involved micro-RNA-controlled biological pathways. 
 
CoGAM is a cellular state that cannot be easily ascribed to already known situations, such as 
senescence, checkpoint activation, or apoptosis. In this report, we present the proteomic 
characterization of CoGAM, highlighting a size bias in differentially expressed proteins. 
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2 Materials and methods 
 
2.1 Cell cultures and treatments 
MCF-7 (breast carcinoma) and HCT116 (colon carcinoma) cells were grown and transfected as 
previously described [10]. Cells were selected for at least 14 days before analysis. 
 
2.2 Total protein extraction 
Cells were scraped in phosphate buffered saline (PBS), washed 3 times in PBS, and dissolved in 
proteomic sample buffer (9 M urea, 4% CHAPS, 0.05% Triton-X100, 65 mM DTT and protease 
inhibitors (cOmplete, Roche, Meylan, France)). After centrifugation at 68000 rpm for 60 min, 
supernatants were collected, aliquoted, and stored at −20 °C until use. Protein content was 
estimated using the Bradford method [12]. 
 
2.3 Two-dimensional electrophoresis 
2-DE was performed as previously described [13] with three technical replicates. Briefly, precast 
18 cm strips, pH range 3-10 NL (GE Healthcare, Velizy, France), were rehydrated in the presence 
of 100 µg of protein. Isoelectric focusing was carried out using a Protean IEF Cell (Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA) isoelectric focusing system until 80 KV h-1. The strips were then incubated in 
ES1 (50 mM Tris–HCl pH 8.8, 6 M urea, 30% (v/v) glycerol, 2% (w/v) SDS) with 130 mM DTT  
and then in ES1 supplemented with 130 mM iodoacetamide. Strips were then embedded using 
1% low-melt agarose on top of acrylamide gels. SDS-PAGE was carried out on a 12% acrylamide 
gel, using the Dodeca Cell electrophoresis unit (Bio-Rad). Gels were batch-stained with silver 
nitrate [14] with a Dodeca stainer unit (Bio-Rad) and scanned to images which were digitized 
with a GS 800 densitometer (Bio-Rad). 
 
2.4 Image analysis 
Images from stained gels were digitalized at 300 dpi with a GS 710 densitometer (Biorad) and 
analysed using the Samespots software v4.1 (Non-linear Dynamics, UK). Gel replicates were 
grouped to create a global analysis with all conditions. A multivariate statistic analysis was 
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performed using the statistic mode of the Samespots software v4.1. Spots were considered 
differentially expressed at p < 0.05 (Anova t-test). 
 
2.5 MALDI-TOF MS analysis 
Spots were excised from preparative 2-DE gels, and processed using a Packard Multiprobe II 
robot (Perkin-Elmer, Courtaboeuf, France). After washing successively with water, 25 mM 
ammonium bicarbonate, acetonitrile / 25 mM ammonium bicarbonate (1:1, v/v), and 
acetonitrile, gel fragments were dried at 37°C. Protein digestion was carried out at 37°C for 5 
hours following addition of 0.125 μg trypsin (sequencing grade, modified, Promega, 
Charbonières, France), and resulting fragments were extracted twice with 50 μL acetonitrile / 
water (1:1, v/v) containing 0.1 % trifluoroacetic acid for 15 min. Pooled supernatants were 
concentrated with a speedvac to a final volume of 20 μL. Peptides were simultaneously desalted 
and concentrated with C18 Zip-Tip micro-columns to a final volume of 3 μL, an aliquot of each 
sample was mixed (1/1) with the alpha-cyano-4- hydroxycinnamic acid matrix at half saturation 
in acetonitrile/water (1:1, v/v) and the mixture was immediately spotted on the MALDI target 
by the Multiprobe II robot. Mass spectra were recorded in the reflector mode on a UltraFlex II 
MALDI-TOF/TOF mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Automatic 
annotation of monoisotopic masses was performed using Bruker’s SNAPTM procedure. The 
MASCOT search engine software (Matrix Science, London, UK) was used to search the NCBInr 
database. The following parameters were used: mass tolerance of 30 to 100 ppm, a minimum of 
five peptides matching to the protein, carbamidomethylation of cysteine as fixed modification, 
oxidation of methionine as variable modifications, and one missed cleavage allowed. 
 
2.6 Nano LC MS analysis 
When spots could not be identified by PMF, LC-MS/MS analysis was conducted. Stained protein 
spots were excised manually, washed, digested with trypsin and extracted using formic acid. 
Protein digests were analysed using an ion trap mass spectrometer (Esquire HCT plus; Bruker, 
Billerica, MA, USA) coupled to a nano-chromatography system (HPLC 1200, Agilent, Santa Clara, 
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CA, USA) interfaced with an HPLC-Chip system (Chip Cube, Agilent). MS/MS data were searched 




3.1 Proteome changes during CoGAM 
In order to identify protein expression changes upon CoGAM induction, we transfected the 
CoGAM-sensitive MCF-7 breast cancer cells with a vector coding or not for a Drosha-targeting 
shRNA, selected transfected cells in the presence of puromycin for 14-21 days, and extracted 
total proteins as described in Materials and Methods. Whole cell extracts were separated by 2-
DE and protein spots were revealed by silver staining. Experiments were performed at least in 
triplicate and all gel pictures were compared within the same plan. The 3-10 pI range allowed 
the detection of 1332 spots observed at least in one sample. A representative 2-DE gel is 
presented for each sample (Figure 1A and B). We identified 171 spots (12.8 %) as being 
significantly modified by Drosha inhibition, including 85 decreased (outlined in blue in Fig. 1A) 
and 86 increased (outlined in red in Fig. 1B). 
 
3.2 A shift in protein size 
We noticed that decreased proteins appeared larger than increased ones (Fig. 1). Analysis of the 
fold change as a function of protein size confirmed this observation (Fig. 1C and D). Induced 
proteins had a mean size of 27.5 ± 6.0 kDa (mean ± S.D.), whereas the mean size of repressed 
proteins was 87.4 ± 25.7 kDa. This difference was significant (p < 10-48), and specific for the 
protein size, as induced and repressed proteins had not significantly different pIs (6.2 ± 1.3 vs 
6.3 ± 1.2, p > 0.67) (Fig. 1E and F). We suspected that this size bias could be due to non-specific 
proteolysis during CoGAM, to which large proteins could be more sensitive. Such a non-specific 
degradation of proteins should also preferentially target highly expressed proteins. However, 
this was not the case (p > 0.95; Fig. 1G and H). In addition, non-specific proteolysis should 
indiscriminately decrease the bulk of large proteins. Again, this was not the case. Among the 
proteins with a size over 60 kDa, only 85 out of 535 (15.9 %) were decreased. Although these 
observations do not exclude the possibility that at least part of the decrease of large proteins 
could be due to CoGAM-induced proteases, they reveal some kind of specificity in this potential 
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mechanism (see also section 3.4). Altogether, these results demonstrate a correlation between 
CoGAM and a strongly size-biased modification of the proteome. 
 
3.3 Protein size shift is multifactorial 
Two clues suggested that the protein size shift described above could be an indirect 
consequence of the inhibition of the micro-RNA pathway in CoGAM sensitive cells : (i) as micro-
RNAs are inhibitors of protein expression, micro-RNA inhibition should lead mainly to protein 
induction, whereas 2-DE revealed equivalent numbers of induced and repressed spots (86 vs 85, 
see above); (ii) CoGAM is a long-term growth arrest that might by itself induce modifications of 
the proteome. To assess the role of CoGAM in protein size shift, we took advantage of the fact 
that over-expression of miR-20a was able to rescue the growth of Droshakd MCF-7 cells [10]. By 
itself, over-expression of miR-20a modified the expression of a small number of 2-DE spots (5 
induced and 8 repressed; Fig. 2A). In addition, the mean sizes of the induced and repressed spots 
were not significantly different (53.0 ± 14.8 kDa vs 42.2 ± 18.8, respectively; p = 0.3) (Fig. 2B). 
Therefore, comparing the proteome of Droshakd-miR-20a cells to the proteome of Droshakd cells 
should mainly reveal the consequences of CoGAM in the context of a similar microprocessor 
inhibition (for a rationale of 2-DE comparisons, see Fig. 5A). Figure 2C shows that rescuing 
CoGAM with miR-20a was accompanied with a reversion of the protein size shift observed in 
Droshakd cells. The mean molecular weight of the 54 spots increased upon CoGAM rescuing was 
75.2 ± 29.3 kDa, whereas that of the 83 decreased spots was 26.2 ± 6.0 kDa (p < 10-29) (Fig. 2D). 
Therefore, we concluded that at least part of the protein size shift induced by Drosha inhibition 
in MCF-7 cells is an indirect consequence of CoGAM. 
 
We then wanted to unveil the proteome consequences of Drosha inhibition that were 
independent of CoGAM. To do this, we analyzed the proteomic consequences of Drosha 
knockdown in MCF-7 cells over-expressing the CoGAM-complementing miR-20a (Drokd-miR-20a 
vs miR-20a in Fig. 3). We detected only 31 spots that were modified (Fig. 3A), a majority of them 
being increased (23 vs 8 decreased). Size analysis (Fig. 3B) revealed that Drosha inhibition in the 
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absence of CoGAM also led to size-biased modifications of the proteome. Induced spots had a 
mean size of 30.6 ± 7.9 kDa, whereas decreased ones had a mean size of 91.2 ± 24.5 kDa (p < 10-
10). In addition, we compared the proteomes of Droshakd and control HCT116 cells, because these 
cells do not undergo CoGAM upon microprocessor inhibition [10]. Size analysis of differentially 
expressed spots again revealed a size bias (Fig. 3 C and D), with a mean size of 44.9 ± 12.3 kDa 
for induced proteins vs 65.0 ± 25.7 kDa for repressed ones (p < 5.10-2). Altogether, these data 
demonstrate that Drosha inhibition induced size biased modifications of the proteome that are 
in part independent from the establishment of CoGAM. 
 
3.4 A link between micro-RNAs, protein size shift and stress response 
To our knowledge, the only reported protein size shift reported in the literature has been 
suggested in the yeast Saccharomyces cerevisiae in response to several types of environmental 
stresses [15]. In this study, H2O2 treatment appeared to be the stress condition causing the most 
important bias. However, these data were based on transcriptome experiments, from which 
protein sizes were computed. We therefore re-examined our previous proteome analysis of the 
yeast response to H2O2 [16], probing for a potential size shift. Indeed, upon H2O2 treatment, 
proteins with fold changes higher than 3 had an average MW of 42.6 ± 24.0 kDa (n = 31), 
compared to an average of 65.9 ± 28.6 kDa (n = 16) for the most repressed proteins (Fig 4A and 
B; p < 10-2). 
 
We therefore wondered whether the size-biased response that we observed upon Drosha 
inhibition could be interpreted as a stress response. To answer this question, we identified by 
mass spectrometry the spots that were induced by Drosha knockdown in the presence of miR-
20a (Drokd-miR-20a vs miR-20a; Supplementary Table 1). All the identified proteins had 
theoretical MWs that were consistent with the observed size of the original spots. This result 
showed that increased proteins were not proteolytic fragments from large degraded proteins, 
demonstrating that, in this setting, the size-biased proteome modification was not due to 
proteolysis. Strikingly, out of 18 proteins, 3 were known to be involved in the cellular response 
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to an oxidative stress by scavenging reactive oxygen species (2 thioredoxin-dependent 
peroxidases PRDX1 and PRDX3 [17], and the biliverdin reductase BLVRB [18]), one by reducing 
NADP+ to NADPH (the NADP-dependent isocitrate dehydrogenase IDH1 [19]), and one as a 
molecular chaperone (the heat shock protein HSP27 [20]). The statistical significance of this 
enrichment was tested by performing a GO analysis using DAVID 
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/). Indeed, among the 35 Biological Processes GO terms found to 
be significantly enriched (p < 0.05), 7 concerned the cellular response to stress (with enrichment 
folds going from 3.72 for “response to stress” to 92.26 for “hydrogen peroxide catabolic 
process”), among which 6 related specifically to oxidative stress (Supplementary Table 2). The 
second highly represented biological process was apoptosis inhibition (7 GO terms with 
enrichment folds going from 4.81 for “regulation of cell death” to 11.42 for “anti-apoptosis”). 
Therefore, the proteome response to Drosha inhibition has characteristics of a cellular response 
to oxidative stress. 
 
Reciprocally, we wondered whether the response of a mammalian cell to oxidative stress also 
involved a size bias in differentially expressed proteins. We therefore analyzed the results of 
micro-array experiments that we performed after H2O2 treatment of MCF-7 cells [21]. For genes 
identified as being induced or repressed more than 2 fold, we retrieved predicted protein sizes 
from Uniprot (http://www.uniprot.org/), using the reference isoform when a gene coded for 
more than one protein. The mean protein size of induced genes was 59.7 ± 49.2 kDa (n = 143), 
and 81.9 ± 80.2 kDa for repressed genes (n = 67) (Fig. 4C and D). This size bias was statistically 
significant (p < 2.10-2). We conclude that the mammalian cell response to an oxidative stress also 
involved a size bias in regulated proteins. 
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4 Discussion 
In this manuscript, we report that impairment of the micro-RNA pathway, obtained by knocking 
down the microprocessor RNase Drosha, resulted in a proteome modification characterized by a 
size bias in differentially expressed proteins. Repressed proteins were found to have a 
significantly higher mean molecular weight than induced proteins. This seldom described 
phenotype was reproducible in MCF-7 cells undergoing CoGAM, in MCF-7 cells rescued for 
CoGAM, and in the CoGAM-resistant HCT116 cells. In addition, Such a size bias was also 
observed in S. cerevisiae or MCF-7 cells submitted to an oxidative stress. Reciprocally, proteins 
induced by the inhibition of Drosha included enzymes involved in reactive oxygen species 
detoxification and chaperones, leading to a significant enrichment of proteins annotated as 
participating in the cell response to an oxidative stress. 
 
During the last decade, the sequencing of genomes from several species, including Homo 
sapiens, paved the way for global in silico analyses of protein length. Significant size differences 
were reported to correlate with different types of protein classification. Morbid genes, i.e. genes 
whose mutations adversely affect health, code for proteins that are on average longer than other 
proteins [22]. Conversely, housekeeping genes have been reported to code for short proteins 
[23]. More generally, mean protein sizes are different in functional classes of proteins 
characterized in the COG (Clusters of Orthologous Groups) database [24], or when S. cerevisiae 
proteins are grouped according to their biochemical activity [25]. On the other hand, the size of 
proteins impacts the cost of their biosynthesis, which constitutes the major energy consuming 
process of a cell [26]. Balch and collaborators [27] have proposed that the maintenance of a 
functional proteome (proteostasis) is a bona fide cellular system integrating signals from 
environmental and intrinsic clues through specialized signaling pathways. This proteostasis 
network might control protein size, at least as an indirect consequence of energy saving or 
functional reorientation of the proteome. Indeed, Vilaprinyo et al. [15] have shown that the 
proteostasis network response to certain stresses in S cerevisiae was characterized by a size-
biased modification of protein expression, similar to the one we report herein, and that they 
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attributed to a minimization of biosynthetic costs. Our data confirm that, in different 
experimental settings, the size of regulated proteins is a readout of modifications of the 
proteostasis network. 
 
The mechanism leading from Drosha inhibition to size-biased modifications of the proteome has 
to be explored. We report that in CoGAM-sensitive cells, this mechanism is in part indirect, 
because complementing CoGAM without re-expressing Drosha is sufficient to revert part of the 
size bias. However, in CoGAM-resistant or CoGAM-complemented cells, Drosha inhibition still 
induced size-biased proteome modifications. In these settings, one possibility would be that 
micro-RNAs preferentially target mRNAs coding for small proteins. Another possibility would be 
that impairing the micro-RNA pathway affects the proteostasis network, either because major 
regulatory proteins of this network are micro-RNA targets, or because metabolic changes 
induced by microprocessor inhibition are sensed by proteostasis regulating pathways. 
 
In this regard, the link between Drosha inhibition, size-biased proteome modifications and 
oxidative stress, is puzzling. On the one hand, in S cerevisiae, oxidative stress induces a response 
marked by a size bias in differentially expressed proteins [this manuscript and 15]. Whether this 
corresponds to a minimization of biosynthetic costs [15], or to the fact that anti-oxidant proteins 
are smaller than average [25], is not clear. Our results extend this observation to a mammalian 
cell line, suggesting that such a size-biased proteome modification is a general feature of the 
response to an oxidative stress. On the other hand, proteins induced by Drosha inhibition are 
enriched for known effectors of an anti-oxidative response. Therefore, it would be tempting to 
hypothesize that Drosha inhibition induces an oxidative stress, which in turn induces a size-
biased proteome modification. Conversely, it is intriguing that Dicer, the pre-miRNA maturing 
RNase III, is transcriptionally inhibited by H2O2 in several mammalian cells [21]. Furthermore, 
DGCR8, the RNA binding partner of Drosha, is a double-cysteine-ligated heme dependent protein 
[28], that might thus be sensitive to oxidation. Therefore, we cannot exclude that in mammalian 
cells, an oxidative stress could induce a global inhibition of the micro-RNA pathway. These 2 
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possibilities, and their possible integration in a double positive feedback loop (see Fig. 5B), are 
under investigation. 
 
In conclusion, our data suggest that size biases in proteome changes should be more 
systematically analyzed, because they could bring information on the biology of the studied cells 
in general, and on their proteostasis network and regulatory pathways in particular. 
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LEGENDS FOR FIGURES 
 
Figure 1: Proteome changes during CoGAM 
Whole cell extracts from MCF-7 cells transfected with (A) an empty vector or (B) a vector coding 
for a Drosha-targeting shRNA were analyzed by 2-DE. One representative gel out of 3 is shown. 
Differentially expressed spots were delineated either in blue (repressed in Droshakd cells) or in 
red (induced in Droshakd cells). The Log2 of the fold change (Log FC) of differentially expressed 
spots between Droshakd and control MCF-7 cells were individually analyzed as a function of (C) 
molecular weight, (E) isoelectric point, and (G) level of expression in control cells. Results were 
also edited as mean ± S.D. of induced or repressed spots for (D) molecular weight, (F) isoelectric 
point, and (H) level of expression in control cells. * : p < 10-48. 
 
Figure 2: The size-biased proteome modification is in part due to CoGAM 
(A) Whole cell extracts were prepared from MCF-7 cells over-expressing miR-20a, and analyzed 
by 2-DE. Spots that were significantly increased or decreased when compared to control cells 
are outlined in red or blue, respectively. (B) Size bias in miR-20a induced proteome 
modifications was analyzed by comparing the mean ± S.D. of the molecular weights of induced 
and repressed spots identified in (A). (C) Whole cell extracts were prepared from MCF-7 cells 
co-transfected with both a Drosha-targeting shRNA and miR-20a (microprocessor inhibition 
without CoGAM), and analyzed by 2-DE. Spots that were significantly increased or decreased 
when compared to cells transfected with only a Drosha-targeting shRNA (microprocessor 
inhibition with CoGAM) are outlined in red or blue, respectively. (D) CoGAM-dependent size bias 
in proteome modification was analyzed by comparing the mean ± S.D of the molecular weights of 





Figure 3: Drosha inhibition induces a size-biased proteome modification in the absence of 
CoGAM 
(A) Whole cell extracts were prepared from MCF-7 cells over-expressing both a Drosha-
targeting shRNA and miR-20a (microprocessor inhibition without CoGAM), and analyzed by 2-
DE. Numbered spots were significantly increased (circled) or decreased (non circled) when 
compared to cells expressing miR-20a without Drosha inhibition, and were identified by mass 
spectrometry (Supplementary Table I). (B) A CoGAM independent size bias in proteome 
modifications induced by Drosha knockdown was assayed by comparing the mean ± S.D. of the 
molecular weights of repressed and induced spots identified in (A). (C) Whole cell extracts were 
prepared from HCT116 cells transfected with a plasmid expressing or not a Drosha targeting 
shRNA, and compared by 2-DE. The Log2 of the fold changes of differentially expressed spots 
(Log FC) was plotted as a function of the molecular weight of the spots. (D) Mean ± S.D. of the 
molecular weights of induced or repressed spots identified in (C). * : p < 3.10-2; ** : p < 2.10-11. 
 
Figure 4: H2O2 induces size-biased proteome modifications in S. cerevisiae and MCF-7 cells 
(A) Proteomic data from S. cerevisiae cells treated with 400 µLM H2O2 were retrieved from [16] 
and plotted as the Log2 of the fold change (Log FC) as a function of the observed molecular 
weight for spots with Log FC > 1.6 or Log FC < -1.6. (B) The same data as in (A) were analyzed by 
comparing the mean ± S.E.M. of the molecular weights of repressed and induced protein. (C) The 
theoretical molecular weight of proteins whose mRNAs were found to be differentially 
expressed more than 2 fold after a 100 µM H2O2 treatment of MCF-7 cells [21] was retrieved 
from Uniprot. The Log2 of the fold change (Log FC) was plotted as a function of this molecular 
weight. (D) The data shown in (C) were analyzed by comparing the mean ± S.E.M. of the 





Figure 5: Experimental layout and deduced working model 
(A) The different 2-DE comparisons performed are presented as a function of background cell 
line and conditions compared. The figures in which results are shown are indicated in the 
column “Fig”. The difference in phenotype with regard to microprocessor inhibition (low 
miRNA) and CoGAM induction (CoGAM) is indicated for each experiment. (B) A schematic view 
of the working model. Solid arrows represent conclusions from 2-DE comparisons performed as 
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GO Term P Value Enrichment
GO:0009056~catabolic process 0,00004 5,63
GO:0044248~cellular catabolic process 0,00011 6,13
GO:0006950~response to stress 0,00224 3,72
GO:0042221~response to chemical stimulus 0,00284 4,29
GO:0043066~negative regulation of apoptosis 0,00819 8,86
GO:0043069~negative regulation of programmed cell death 0,00851 8,74
GO:0060548~negative regulation of cell death 0,00858 8,71
GO:0010033~response to organic substance 0,00943 5,44
GO:0048523~negative regulation of cellular process 0,01028 3,31
GO:0044237~cellular metabolic process 0,01335 1,65
GO:0042981~regulation of apoptosis 0,01370 4,88
GO:0043067~regulation of programmed cell death 0,01417 4,83
GO:0006732~coenzyme metabolic process 0,01427 15,38
GO:0010941~regulation of cell death 0,01435 4,81
GO:0048519~negative regulation of biological process 0,01559 3,03
GO:0006979~response to oxidative stress 0,01627 14,35
GO:0019725~cellular homeostasis 0,01722 6,73
GO:0006739~NADP metabolic process 0,01911 98,03
GO:0042744~hydrogen peroxide catabolic process 0,02029 92,26
GO:0070301~cellular response to hydrogen peroxide 0,02147 87,14
GO:0051186~cofactor metabolic process 0,02253 12,06
GO:0006916~anti-apoptosis 0,02496 11,42
GO:0065008~regulation of biological quality 0,02581 3,20
GO:0042743~hydrogen peroxide metabolic process 0,02970 62,74
GO:0006081~cellular aldehyde metabolic process 0,03321 56,02
GO:0034614~cellular response to reactive oxygen species 0,03554 52,28
GO:0050896~response to stimulus 0,03847 2,02
GO:0055114~oxidation reduction 0,03910 4,91
GO:0006769~nicotinamide metabolic process 0,04712 39,21
GO:0046496~nicotinamide nucleotide metabolic process 0,04712 39,21
GO:0009987~cellular process 0,04713 1,26
GO:0051092~positive regulation of NF-kappaB transcription factor activity 0,04827 38,25
GO:0009820~alkaloid metabolic process 0,04827 38,25
GO:0019362~pyridine nucleotide metabolic process 0,04942 37,34
GO:0032787~monocarboxylic acid metabolic process 0,04993 7,82
Supplementary Table 2: significant GO terms enrichment in proteins induced by Drosha
knockdown. The list of proteins induced by Drosha knockdown in the absence of CoGAM was
established by mass spectrometry of spots found to be induced in whole cell extracts from
MCF-7 cells transfected with both a Drosha-targeting shRNA and miR-20a vs MCF-7 cells
transfected with miR-20a. GO term enrichment was computed with the DAVID web server
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/). Only GO terms with a statistically significant enrichment
(p < 5.10-2) are shown. GO terms from the stress response family have a green background,
whereas those from the apoptosis inhibition family have a yellow background.





I. Approche de génétique moléculaire de la voie micro-ARN 
 
Afin d’aborder la problématique du rôle des miRNAs dans la biologie des cellules tumorales, 
nous avons choisi d’utiliser une approche de génétique moléculaire de la voie miRNA. Cette 
approche est basée sur une inhibition globale de la voie en ciblant le microprocesseur et une 
complémentation phénotypique par l’expression de miRNAs individuels. L’intérêt d’une telle 
approche pour l’étude fonctionnelle des miRNAs réside essentiellement dans le fait qu’elle 
permet de s’affranchir de leur redondance structurale et fonctionnelle. Cette approche nous a 
permis d’identifier des cellules tumorales dans lesquelles l’inhibition de la voie miRNA entraine 
un arrêt de la prolifération. L’approche de complémentation nous a permis d’identifier des 
miRNAs capables de restaurer individuellement la prolifération de ces cellules.  
 
Pendant la période de ce travail de thèse, l’équipe de Robert Blelloch a publié une étude basée 
sur une approche similaire dans les cellules ES de souris dont le gène de DGCR8 a été inactivé 
(Wang et al., 2008d). Dans une étude préalable, son équipe avait montré que l’inhibition de la 
voie miRNA par l’inactivation génique de DGCR8 entrainait un défaut de différentiation et un 
ralentissement de la prolifération des cellules ES (Wang et al., 2007). L’équipe de Blelloch a alors 
développé un crible permettant d’identifier des miRNAs individuels capables de complémenter 
le défaut de prolifération des cellules ES déficientes pour l’expression de DGCR8 (DGCR8-/-) 
(Wang et al., 2008d). Ce crible leur a permis d’identifier une série de miRNAs partageant la 
même séquence noyau, dont plusieurs spécifiques des cellules souches (familles miR-290 et 
miR-302), capables de complémenter individuellement le défaut de prolifération des cellules ES 
déficientes pour DGCR8. Cette étude a également montré que la surexpression de ces miRNAs 
individuels n’avait pas d’effet sur la prolifération des cellules ES sauvages, indiquant que, dans ce 
contexte, les miRNAs nécessaires à la prolifération sont déjà présents à un niveau saturant. De 
même, l’inhibition de ces miRNAs individuels par des anti-miRs dans les cellules ES sauvages n’a 
montré qu’un effet très subtil sur la prolifération, confirmant la redondance de la famille de 
miRNAs identifiés. Dans notre modèle de cellules dépendantes de la voie miRNA, nous avons 
également testé l’inhibition de miRNAs individuels avec des anti-miRs sans obtenir d’effet 
significatif sur la prolifération (données personnelles non publiées), confirmant la redondance 
des miRNAs et l’intérêt d’utiliser une stratégie d’inhibition globale. 
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D’autres approches de cribles fonctionnels ont été utilisées sans à priori sur les miRNAs 
d’intérêt, pour identifier des miRNAs permettant l’acquisition d’une caractéristique que ne 
possède pas la cellule étudiée. Notamment, dans le contexte tumoral, on peut citer l’étude de 
l’équipe d’Agami, décrite dans l’introduction, qui a recherché des miRNAs favorisant la 
transformation en permettant d’inhiber la sénescence induite par l’expression de l’oncogène     
H-RasV12 (Voorhoeve et al., 2007). En transduisant une banque de vecteurs rétroviraux 
exprimant différents miRNAs avec un vecteur exprimant l’oncogène H-RasV12 dans des 
fibroblastes immortalisés, cette étude a identifié miR-372 et miR-373 comme favorisant la 
tumorigenèse en inhibant la sénescence induite par cet oncogène. Une autre approche de crible 
fonctionnel a été utilisée pour identifier des miRNAs permettant à des cellules tumorales de 
cancer du sein hormono-dépendantes (ER+) de devenir hormono-indépendantes (forme plus 
agressive) (Sachdeva et al., 2011). Pour cela, les auteurs ont transduit les cellules MCF-7, 
dépendantes aux œstrogènes, avec un mélange de vecteurs lentiviraux permettant chacun 
l’expression d’un pre-miRNA et les ont injectées dans la glande mammaire de souris 
immunodéficientes. Les cellules contrôles ne peuvent pas développer de tumeurs sans 
traitement des souris au 17β-œstradiol. Ainsi, les tumeurs formées en absence de traitement au 
17β-œstradiol, à partir des cellules transduites avec le mélange de miRNAs, ont été récupérées 
et les miRNAs provenant du vecteur lentiviral et ayant donc favorisé la prolifération hormono-
indépendante ont été identifiés. Cette approche a permis aux auteurs d’identifier et de valider 
ensuite in vitro miR-101 comme un miRNA permettant la prolifération indépendante des 
œstrogènes. L’intérêt de ces approches est l’aspect fonctionnel de l’identification des miRNAs 
pour lesquels des cibles potentiellement impliquées dans le phénotype sont recherchées dans un 
deuxième temps. Puisque chaque miRNA possède plusieurs protéines cibles, le phénotype induit 
par son expression peut être lié à l’inhibition de plusieurs cibles et plusieurs voies. Ces 
approches semblent donc plus pertinentes d’un point de vue fonctionnel que la démarche 
inverse consistant à rechercher quels miRNAs régulent une cible en particulier. 
 
A la différence des approches citées ci-dessus, qui permettent d’étudier l’acquisition d’une 
caractéristique que ne possède pas la cellule, l’inhibition globale associée à un crible de 
complémentation par des miRNAs individuels permet d’identifier un phénotype lié à la 
dépendance à des miRNAs endogènes, puis d’identifier des miRNAs individuels capables de 
complémenter ce phénotype. A notre connaissance, cette approche n’a été utilisée que dans nos 
travaux sur les cellules tumorales et dans ceux de l’équipe de Blelloch sur les cellules ES. 
L’intérêt majeur du phénotype que nous avons obtenu, à savoir un arrêt total de la prolifération, 
avec une absence de colonies macroscopiques, est qu’il nous a permis de mettre en place un 
crible positif facile de complémentation, consistant en la présence ou non de colonies 
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macroscopiques. Pourtant, nous pensons que cette approche est un outil qui pourrait s’appliquer 
à l’étude d’autres processus biologiques régulés par des miRNAs en s’intéressant à d’autres 
phénotypes induits par l’inhibition du microprocesseur dans différents types cellulaires.  
 
II. Réponse à l’inhibition du microprocesseur dépendante du 
contexte cellulaire et phénotype CoGAM 
 
II.1 La réponse à l’inhibition du microprocesseur dépend du contexte cellulaire 
 
Nos travaux ont permis d’identifier des cellules cancéreuses dépendantes de la voie miRNA. 
Dans ces cellules, l’inhibition du microprocesseur conduit à un arrêt de la prolifération des 
colonies que nous avons appelé CoGAM (« Colony Growth Arrest induced by Microprocessor 
inhibition »). Ce phénotype se caractérise par un arrêt de la prolifération cellulaire après 
quelques divisions des cellules transfectées et sélectionnées à faible densité, donnant lieu à des 
petits clones d’une dizaine de cellules incapables de former des colonies macroscopiques. Ce 
phénotype ne semble s’apparenter à aucun mécanisme connu. Nous avons montré que les 
cellules n’étaient pas sénescentes. De plus, elles peuvent être maintenues dans cet état d’arrêt 
cellulaire, avec des cellules adhérentes visibles, jusqu’à environ un mois en culture sans reprise 
de la prolifération ni mort cellulaire, ce qui semble peu compatible avec l’activation d’un point 
de contrôle du cycle cellulaire sur une aussi longue période, les cellules subissant généralement 
une adaptation avec reprise du cycle cellulaire au bout d'un certain temps (Syljuasen, 2007). 
Nous ne pouvons formellement exclure que les cellules soient entrées dans un état quiescent 
même si plusieurs évidences vont à l’encontre de cette hypothèse. Tout d’abord, l’analyse du 
cycle cellulaire dans ces cellules a montré que, malgré une augmentation significative des 
cellules en G0/G1 du cycle cellulaire, une quantité non négligeable des cellules arrêtées étaient 
en phases S et G2/M. De plus, la privation en sérum des cellules MCF-7 ne les empêche pas de 
proliférer (données personnelles), confirmant la difficulté de faire entrer en quiescence ces 
cellules tumorales. 
 
Le fait que l’inhibition du microprocesseur entraine un arrêt de la prolifération dans des cellules 
tumorales n’a jusqu’à présent jamais été décrit. Au contraire, la diminution globale des miRNAs 
et l’inhibition de la voie miRNA ont été associées à une augmentation de la tumorigenèse dans 
les cellules transformées (Lu et al., 2005; Kumar et al., 2007; Kumar et al., 2009; Melo et al., 
2009; Lambertz et al., 2010; Melo et al., 2010). Toutefois, les liens entre inhibition globale de la 
voie miRNA et augmentation de la tumorigenèse ne sont pas encore très clairs. En effet, une 
majorité de miRNAs est diminuée dans les tumeurs par rapport aux tissus normaux, et il a été 
proposé que cela puisse refléter un état de dé-différentiation des tumeurs (Lu et al., 2005), la 
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diminution des miRNAs constituant dans ce cas plus un marqueur de dé-différentiation qu’une 
cause de la tumorigenèse. On sait en effet que de nombreux miRNAs interviennent dans les 
processus de différentiation, et que les miRNAs supportant la prolifération, notamment dans les 
cellules souches, sont beaucoup moins nombreux. L’approche réciproque, consistant à inhiber 
de manière globale la voie miRNA et ayant conduit à une augmentation de la tumorigenèse dans 
certains modèles tumoraux, passe vraisemblablement par l’inhibition de miRNAs suppresseurs 
de tumeurs dans les modèles utilisés. Kumar et al. ont par exemple montré que, dans leur 
modèle de tumeurs du poumon induites par K-RasG12D, l’augmentation de tumorigenèse pourrait 
être liée en partie à la diminution de l’expression de miRNAs de la famille let-7, inhibiteurs des 
oncogènes K-ras et c-myc (Kumar et al., 2007). La diminution globale des miRNAs n’est donc pas 
incompatible avec une diminution d’une majorité de miRNAs intervenant dans la différentiation, 
plutôt suppresseurs de tumeurs, et une augmentation de certains miRNAs individuels jouant un 
rôle oncogénique en soutenant la prolifération ou la survie dans certaines cellules tumorales. 
 
Notre approche a permis de montrer que, parmi toutes les lignées cellulaires tumorales testées, 
les 3 lignées dépendantes du microprocesseur sont des lignées de cancer du sein de type luminal 
(MCF-7, T47-D et ZR-75-1) (Neve et al., 2006; Kao et al., 2009), tandis que 2 lignées de cancer du 
sein de type basal continuent de proliférer après inhibition du microprocesseur. Bien qu’il ne 
s’agisse que d’une corrélation à ce stade, ce résultat confirme que la réponse à l’inhibition du 
microprocesseur est spécifique du contexte cellulaire. Notons que nous avons testé un nombre 
limité de lignées cellulaires et qu’il est très probable que d’autres types tumoraux puissent 
dépendre de la même manière de la voie miRNA. Le fait que la réponse à l’inhibition de la voie 
miRNA dépende du type cellulaire tumoral est cohérent avec (i) l’existence de profils 
d’expression des miRNAs très spécifiques du tissu et du type tumoral, (ii) des voies de 
prolifération et/ou de survie activées ou mutées également très spécifiques de chaque type 
tumoral, et (iii) l’existence de miRNAs suppresseurs de tumeurs et de miRNAs oncogènes 
(oncomiRs), dont les rôles dépendent également du type et du contexte cellulaire, comme cela a 
été décrit dans l’introduction. Nos résultats montrent donc que, dans les cellules de cancer du 
sein de type luminal, certains miRNAs seraient impliqués dans le contrôle de voies importantes 
pour la prolifération ou la capacité des cellules à cloner. Notre découverte de plusieurs miRNAs 
individuels capables de complémenter le phénotype CoGAM dans les cellules MCF-7 a constitué 
un point de départ à la recherche de ces voies de signalisation importantes dans les cellules 
dépendantes du microprocesseur. Nous avons pour cela recherché des cibles des miRNAs 
identifiés, potentiellement impliquées dans le phénotype CoGAM. Nous avons montré que 
l’inhibition de la voie p53/p21 n’avait pas d’effet sur la mise en place du phénotype CoGAM. En 
revanche, nous avons montré que l’inhibition concomitante de PTEN avec celle du 
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microprocesseur permettait de restaurer partiellement la prolifération des cellules dépendantes 
du microprocesseur, ce qui suggère un rôle de la voie PI3K/Akt dans la biologie de ces cellules 
tumorales. Or, les lignées considérées sont précisément mutées dans la voie PI3K/Akt 
(Hollestelle et al., 2007), ce qui suggère que cette voie est en effet importante dans la 
tumorigenèse de ces cellules. Les lignées MCF-7 et T47-D possèdent une mutation activatrice de 
PIK3CA. La lignée ZR-75-1 possède en revanche une mutation d’un allèle de PTEN et une 
délétion de l’autre allèle, mais exprime tout de même une faible quantité de la protéine PTEN 
mutée (Weng et al., 1999; Hlobilkova et al., 2000). Il n’est pas établi si cette version de PTEN est 
fonctionnelle. Ce point soulève donc la question de l’implication directe de PTEN dans le 
phénotype CoGAM. Etant donné que nous avons déterminé l’implication de PTEN dans la lignée 
MCF-7, il n’est pas exclu que, dans les cellules ZR-75-1, le phénotype CoGAM passe également 
par une inhibition de la voie PI3K/Akt indépendamment de PTEN. Une autre hypothèse est que 
la faible quantité de PTEN muté qui s’exprime dans les ZR-75-1 soit fonctionnelle. Auquel cas, la 
dé-répression de PTEN par l’inhibition des miRNAs pourrait également intervenir dans le 
phénotype CoGAM dans les ZR-75-1. Par ailleurs, il faut noter qu’un rôle de PTEN indépendant 
de son activité phosphatase des lipides (nécessaire à l’activation de la voie PI3K/Akt) mais 
dépendant de son activité phosphatase des protéines a été décrit dans l’arrêt du cycle cellulaire 
induit dans les cellules MCF-7 (Hlobilkova et al., 2000; Weng et al., 2001). Weng et al. ont montré 
que l’activité phosphatase des protéines de PTEN était suffisante pour inhiber l’expression de la 
cycline D1 dans les MCF-7 (Weng et al., 2001), ce qui n’est pas le cas dans des lignées cellulaires 
de glioblastome déficientes pour PTEN, où seule la version sauvage de PTEN, possédant l’activité 
phosphatase des lipides, a permis d’inhiber la cycline D1 (Radu et al., 2003). Ainsi, si l’activation 
de la voie PI3K/Akt semble l’hypothèse la plus vraisemblable dans la complémentation de 
CoGAM obtenue par l’inhibition de PTEN dans les MCF-7, on ne peut exclure des effets 
dépendants de PTEN mais indépendants de cette voie.  
 
Récemment, une étude a décrit l’effet de l’inhibition de la voie miRNA sur le potentiel invasif de 
lignées de cancers du sein (Noh et al., 2011). En inhibant Drosha, DGCR8 ou Dicer par des shRNA 
produits à partir de lentivirus, les auteurs ont montré que des lignées métastatiques de type 
basal, comme MDA-MB-231, présentaient une augmentation de leur potentiel invasif in vitro, 
tandis que le potentiel invasif les lignées de type luminal MCF-7 et T47-D n’était pas augmenté. 
L’étude a montré que cette différence passait par l’augmentation de l’expression de la protéine 
uPA (« urokinase-type plasminogen activator ») suite à l’inhibition des miRNAs dans les lignées 
invasives, qui expriment déjà de base cette protéine impliquée dans la dégradation de la matrice 
extracellulaire et donc l’invasion. Les résultats de cette étude montrent donc une différence 
fonctionnelle de réponse à l’inhibition du microprocesseur concernant un autre processus, 
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l’invasion, dans ces deux types de lignées de cancers du sein. Si les auteurs ne mentionnent pas 
d’effet sur la prolifération ou la capacité à cloner des lignées non invasives, c’est peut-être parce 
qu’ils n’ont pas analysé ces phénomènes. En effet, avec le système inductible pour l’inhibition de 
Drosha que nous avons mis en place, nos résultats préliminaires suggèrent qu’il faille passer par 
une dilution clonale des cellules pour visualiser une diminution de la capacité des cellules à 
former des colonies. Une autre possibilité concerne l’aspect quantitatif de l’inhibition. En effet, il 
semble que l’inhibition de Drosha et DGCR8 soit moins efficace dans cette étude qu’entre nos 
mains avec les vecteurs épisomaux. Ce dernier point soulève la possibilité que les différences de 
réponse à l’inhibition du microprocesseur obtenues en fonction des lignées cellulaires que nous 
avons étudié puissent être liées en partie à des différences dans l’efficacité de l’inhibition du 
microprocesseur.  
II.2 Potentielle implication d’une composante quantitative dans la réponse à 
l’inhibition du microprocesseur 
 
Des résultats provenant de plusieurs études montrent en effet que des différences quantitatives 
de l’inhibition de Dicer en particulier entrainent des effets différents. Dans l’étude de Martello et 
al. (voir Introduction II.2.3. Conséquences fonctionnelles sur la tumorigenèse et la progression 
tumorale), l’inhibition modérée de Dicer par siRNA (environ 50%) augmente la capacité de 
migration des cellules MDA-MB-231, tandis qu’une inhibition plus forte par des doses plus 
élevées de siRNA affecte la viabilité cellulaire et inhibe au contraire la migration (Martello et al., 
2010). De même, dans les études décrivant Dicer comme un suppresseur de tumeur 
haploinsuffisant, la délétion d’un allèle de Dicer accélère la formation des tumeurs mais la 
délétion totale de Dicer est au contraire délétère à la tumorigenèse (Kumar et al., 2009; 
Lambertz et al., 2010). Arrate et al. ont montré que la délétion hétérozygote de Dicer 
n’augmentait pas la lymphomagenèse induite par c-myc mais ont confirmé que la délétion 
homozygote de Dicer inhibait la formation des lymphomes et entrainait la mort cellulaire de 
clones cellulaires issus de lymphomes Eµ-myc établis (Arrate et al., 2010). Il convient ici de 
repréciser que Dicer a été impliqué dans d’autres processus que la maturation des miRNAs, 
comme la formation et le maintien de l’hétérochromatine, le maintien de l’hyperméthylation des 
promoteurs dans des cellules cancéreuses ou encore la maturation d’endo-siRNAs (Fukagawa et 
al., 2004; Kanellopoulou et al., 2005; Babiarz et al., 2008; Tam et al., 2008; Ting et al., 2008; 
Watanabe et al., 2008). Même si la présence d’endo-siRNAs a pour l’instant été décrite 
uniquement dans les oocytes et les cellules ES, il n’est pas exclu qu’ils puissent exister et jouer 
un rôle dans les tissus somatiques. Ainsi, en plus de l’inhibition des miRNAs, la délétion totale de 
Dicer peut donc avoir d’autres conséquences affectant la viabilité cellulaire. De plus, les miRNAs 
sont essentiels à la différentiation (Chen et al., 2004; Wu and Belasco, 2005; Wang et al., 2007; 
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Rybak et al., 2008; Tay et al., 2008; Xu et al., 2009; Rosa and Brivanlou, 2011). Ainsi dans le 
modèle de Lambertz et al., la délétion totale de Dicer dans les progéniteurs de la rétine au stade 
embryonnaire a en fait un effet délétère sur le développement de la rétine, entrainant sa 
dégénérescence, comme cela avait déjà été montré (Damiani et al., 2008). Nous savons que le 
phénotype CoGAM est obtenu avec un seuil minimum d’inhibition du microprocesseur. En effet, 
des shRNA moins efficaces à l’encontre de Drosha n’ont pas entrainé l’arrêt de prolifération des 
colonies dans les cellules dépendantes du microprocesseur (données personnelles non 
publiées). Nous savons donc qu’une inhibition efficace du microprocesseur est nécessaire à 
l’observation du phénotype. On peut se demander si cette forte inhibition peut entrainer un 
phénotype non spécifique associé à une toxicité de la perte de la voie miRNA. Les résultats de 
plusieurs études montrent que différents types de cellules peuvent survivre et proliférer sans 
miRNAs. Les délétions de DGCR8 ou Drosha sont létales au stade embryonnaire post-
implantatoire, ce qui est cohérent avec le rôle clé que jouent les miRNAs dans les processus de 
différentiation (Wang et al., 2007; Chong et al., 2010). En revanche, les cellules ES de souris 
délétées pour le gène DGCR8 présentent essentiellement un défaut de différentiation et un 
ralentissement de la prolifération, pour autant les cellules sont viables et ne présentent pas un 
arrêt total de la prolifération (Wang et al., 2007). Dans les oocytes de souris, la délétion de Dicer 
entraine des défauts sévères de la maturation tandis que la délétion de DGCR8 n’a pas d’effet sur 
la maturation ni sur le développement de l’embryon précoce, indiquant un rôle majeur des endo-
siRNAs dans l’oocyte mais pas des miRNAs. Par ailleurs, bien qu’entrainant des perturbations 
fonctionnelles des cellules, des inactivations totales de la voie miRNA ont été réalisées dans des 
tissus adultes somatiques sans que cela n’entraine une toxicité directe ou un arrêt de la 
prolifération cellulaire (Lynn et al., 2007; Chong et al., 2008; Cuellar et al., 2008; Hand et al., 
2009; Konopka et al., 2010). De plus, nous avons montré que les cellules MCF-7 inhibées à la fois 
pour Drosha et pour PTEN prolifèrent. Même si la prolifération n’est pas équivalente aux cellules 
contrôles, ce résultat confirme que l’arrêt de prolifération que nous observons dépend du 
contexte et qu’il ne constitue pas une réponse non spécifique à un effet toxique de l’inhibition de 
Drosha. Une comparaison précise des degrés d’inhibition entre les lignées dépendantes du 
microprocesseur et les autres lignées n’a été possible que dans les cellules dont le défaut de 
prolifération était complémenté, et ce à cause de la difficulté de quantifier les inhibitions de 
Drosha et DGCR8 dans les cellules arrêtées. Ainsi, dans les cellules inhibées pour DGCR8 
endogène avec shDG mais dont la prolifération est restaurée par l’expression d’une version de 
DGCR8 résistante à shDG, nous avons mesuré une inhibition similaire de la protéine DGCR8 
endogène dans les cellules MDA-MB-231 et MCF-7.  
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Pour autant, il est possible qu’une meilleure inhibition de la voie miRNA ait lieu dans les cellules 
arrêtées. En effet, puisque les niveaux d’inhibition n’ont pu être mesurés avec précision que dans 
les cellules complémentées pour la prolifération, on peut se demander si l’arrêt cellulaire lui-
même peut avoir un effet sur la diminution des miRNAs dans les cellules dépendantes du 
microprocesseur. Récemment, l’équipe de V. Narry Kim a publié un travail montrant que lorsque 
les cellules, notamment des MCF-7, sont ensemencées à faible densité ou perdent l’adhésion 
entre elles par le traitement à la trypsine, la dégradation d’un certain nombre de miRNAs 
matures est spécifiquement accélérée par rapport aux cellules ensemencées à plus haute 
densité, et le retour au niveau d’origine après détachement par la tryspine et ré-ensemencement 
est accéléré par le retour du contact cellulaire (Kim et al., 2011). Ce résultat fait écho à une 
précédente étude qui a montré une augmentation d’une majorité de miRNAs dans différentes 
lignées cellulaires cultivées à confluence par rapport aux cellules non confluentes (Hwang et al., 
2009). Cette étude a montré que le contact cellulaire était responsable de cette augmentation, et 
qu’elle impliquait des processus post-transcriptionnels, dont une amélioration de la maturation 
des miRNAs par le microprocesseur, mais aussi des étapes post-maturation. Il est possible 
d’imaginer que dans cette étude, une partie de la différence quantitative de l’expression des 
miRNAs observée provienne également d’une accélération de la dégradation dans les cellules 
non confluentes. Quoi qu’il en soit, ces études suggèrent que la diminution de contact cellulaire 
est associée à une diminution des miRNAs. Puisque le phénotype CoGAM semble spécifique à 
une dilution clonale des cellules, il est tout à fait possible que, dans les cellules dépendantes du 
microprocesseur, l’absence de contact cellulaire, associée à l’inhibition de Drosha ou DGCR8, 
accentue la diminution des miRNAs et participe ainsi au phénotype observé.  
 
On notera ici que si la voie de biogenèse des miRNAs est désormais assez bien décrite, peu de 
choses sont connues sur la stabilité et la dégradation de ces petits ARNs. Récemment, une équipe 
a étudié la stabilité des miRNAs en mesurant leur vitesse de dégradation après délétion 
génétique inductible de Dicer dans des cellules MEFs immortalisées (Gantier et al., 2011). Si les 
auteurs mesurent de grandes différences inter-miRNAs, ils montrent par une modélisation 
mathématique s’affranchissant de la perte des miRNAs par la division cellulaire que, dans une 
cellule qui ne se diviserait pas, la demi-vie moyenne d’un miRNA serait de 5 jours, soit dix fois 
plus qu’un ARNm. Cette étude confirme l’idée que les miRNAs sont généralement très stables, 
même s’il existe des cas particuliers, par exemple dans le cerveau, où une dégradation très 
rapide de certains miRNAs particuliers peut avoir lieu (Sethi and Lukiw, 2009; Krol et al., 2010). 
Le système inductible que nous avons développé serait un bon outil permettant de suivre 
l’élimination des miRNAs après blocage de la maturation par Drosha. Les résultats préliminaires 
que nous avons obtenus vont dans le sens des résultats publiés puisque, malgré une inhibition 
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très efficace de Drosha au bout de 3 jours, il nous a fallu attendre 7 jours pour visualiser la 
diminution des miRNAs matures. De plus, cet outil d’inhibition inductible de Drosha nous 
permettrait d’étudier l’impact de la dilution ou de la perte de contact cellulaire sur l’élimination 
des miRNAs et de regarder si ce phénomène peut avoir un rôle dans le phénotype d’arrêt de 
prolifération des colonies. 
II.3 Autres composantes pouvant intervenir dans le phénotype CoGAM 
 
Bien que le microprocesseur semble jusqu’à présent spécifique de la voie canonique de 
maturation des miRNAs, on peut se demander si le phénotype CoGAM est bien une conséquence 
directe de l’inhibition des miRNAs. Une équipe a proposé que Drosha intervienne dans la 
maturation de certains ARNr (Wu et al., 2000; Liang and Crooke, 2011). Cependant, le phénotype 
CoGAM est commun à l’inhibition de Drosha ou DGCR8, ce qui indique que le phénotype est 
spécifique de l’inhibition du microprocesseur. De plus, nos résultats, ainsi que ceux d’autres 
équipes (Wang et al., 2007; Chong et al., 2008), indiquent que l’inhibition du microprocesseur 
n’a pas d’effet sur la production des ARNr. Par ailleurs, un mécanisme d’auto-régulation de 
DGCR8 par le microprocesseur a été mis en évidence (Han et al., 2009; Kadener et al., 2009; 
Triboulet et al., 2009), démontrant que Drosha est capable de cliver d’autres substrats que des 
pri-miRNAs. Le fait que Drosha puisse cliver l’ARNm de DGCR8 suggère qu’elle puisse cliver 
d’autres ARNs présentant des structures de type tige-boucle. Cependant, une analyse 
comparative poussée de profils d’expression de cellules ES de souris sauvages avec des cellules 
ES déficientes pour DGCR8 ou déficientes pour Dicer, complétée par des prédictions de 
structures tige-boucle et des données de séquençage à haut débit, n’a pas pu mettre en évidence 
d’autres ARNm régulés directement par le microprocesseur, et suggère donc que cette 
régulation soit spécifique à l’ARNm de DGCR8 (Shenoy and Blelloch, 2009). Au contraire, une 
autre étude a montré que des ARNm autres que celui de DGCR8 étaient induits dans des 
thymocytes de stade précoce déficients pour Drosha mais n’étaient pas affectés par la déficience 
pour Dicer (Chong et al., 2010).  Ces ARNm ayant des structures tige-boucle conservées prédites, 
les auteurs suggèrent une régulation directe grâce au clivage de ces structures par Drosha. La 
réalité et l’importance de ce type de régulation négative par clivage direct des ARNm par Drosha 
est donc encore sujette à controverse. Par conséquent, nous ne pouvons formellement exclure 
que l’inhibition du microprocesseur ne modifie pas l’expression d’autres ARNs que celle des 
miRNAs. 
 
Par ailleurs, une analyse protéomique nous a permis de montrer que le phénotype CoGAM était 
caractérisé par un biais de taille massif dans les protéines modifiées. Nous avons montré que le 
biais de taille était en partie dépendant de l’inhibition du microprocesseur et en partie 
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dépendant du phénotype CoGAM lui-même. Nos résultats et ceux publiés chez la levure 
indiquent que le biais dans la taille des protéines modifiées semble être caractéristique d’une 
réponse à différentes formes de stress, comme le stress oxydatif (Vilaprinyo et al., 2010). La 
diminution de la production de grandes protéines au profit des plus petites peut représenter une 
forme d’économie de l’énergie de la cellule en conditions de stress. L’inhibition globale des 
miRNAs pourrait constituer une forme de stress cellulaire. En effet, il est possible qu’une 
inhibition globale des miRNAs conduise à une augmentation générale de la traduction. Or, la 
traduction et le repliement des protéines nécessitent de l’énergie fournie principalement par la 
chaîne respiratoire. La production importante d’ATP par la chaine respiratoire est génératrice 
de ROS (espèces oxygénées réactives) et donc de stress oxydatif. Il est donc possible que, dans 
certaines cellules, l’inhibition globale de la voie miRNA conduise à un stress, en l’occurrence une 
augmentation de la traduction que la cellule ne réussirait pas à gérer, responsable du biais de 
taille observé et éventuellement également de l’arrêt du cycle cellulaire. Cette hypothèse semble 
toutefois peu cohérente avec la possibilité de complémenter le phénotype d’arrêt de 
prolifération et le biais de taille en ré-introduisant un seul miRNA. Si toutefois un miRNA 
suffisait à complémenter ce stress indirectement lié à l’inhibition de la voie miRNA, cela devrait 
se faire indépendamment de la séquence. Or, seuls certains miRNAs sont capables de 
complémenter le phénotype CoGAM. Cependant, si l’induction majeure de la traduction est 
responsable du stress en question, on ne peut pas exclure que seule l’expression de certains 
miRNAs fonctionnels dans les cellules dépendantes du microprocesseur, conduisant à 
l’inhibition de la traduction de nombreuses cibles, et donc à une diminution de la traduction, 
suffise indirectement à supprimer le stress et à permettre que les cellules prolifèrent. Afin 
d’exclure que le phénotype CoGAM puisse constituer en partie une réponse au stress lié à une 
induction majeure de la traduction, il serait intéressant de tester si le traitement concomitant 
avec un inhibiteur de la traduction des cellules MCF-7 inhibées pour l’expression du 
microprocesseur inhibe le phénotype CoGAM. 
 
Par ailleurs, le concept de ceRNAs (« competitive endogenous RNAs » = RNAs endogènes 
compétiteurs pour les miRNAs) a été proposé par l’équipe de Pier Paolo Pandolfi, qui a montré 
qu’un pseudogène de PTEN pouvait réguler l’expression de ce dernier en étant en compétition 
avec les mêmes miRNAs (Poliseno et al., 2010b; Salmena et al., 2011). Récemment, l’équipe de 
Pandolfi a renforcé ce concept en mettant au point un logiciel permettant de prédire des ceRNAs 
de PTEN (Tay et al., 2011). Ces prédictions ont permis d’identifier plusieurs transcrits codant 
pour des protéines capables de moduler l’expression de PTEN et les niveaux de phospho-Akt, 
d’une manière dépendante des miRNAs. L’expression de certains de ces ceRNAs corrèle 
positivement avec l’expression de PTEN dans des échantillons tumoraux et ces ceRNAs 
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présentent des propriétés de suppresseur de tumeur non connues auparavant, que les auteurs 
attribuent à la dé-répression de PTEN grâce à la compétition pour les mêmes miRNAs. Cette 
dimension rajoute de la complexité au réseau de connexions entre les miRNAs et leurs cibles. Si 
l’équipe de Pandolfi s’est focalisée ici sur l’inter-régulation entre des ARNm codant pour des 
protéines, une régulation de ce type avait déjà été mise en évidence par la démonstration qu’un 
long ARN « non-codant » (HULC) était capable de fixer miR-372 et ainsi inhiber son activité 
(Wang et al., 2010a). Si ce concept s’étend donc probablement à d’autres transcrits, les études de 
Pandolfi impliquent PTEN en particulier au cœur d’un réseau dont la communication est médiée 
par les miRNAs. Dans les cellules dépendantes du microprocesseur, il est donc possible que la 
dé-répression de PTEN ait un impact sur l’expression de tout un réseau de transcrits, et que cet 
impact global joue un rôle dans le phénotype CoGAM observé. L’inhibition de PTEN en absence 
de miRNAs dans les cellules inhibées pour le microprocesseur ne peut avoir d’effet sur 
l’expression de ces ceRNAs, ce qui pourrait expliquer qu’elle ne restaure que partiellement le 
phénotype. 
 




Notre approche de crible de complémentation du phénotype CoGAM dans les cellules MCF-7 
inhibées pour l’expression de Drosha nous a permis d’identifier plusieurs miRNAs capables de 
soutenir individuellement la prolifération de ces cellules tumorales. Nous avons testé la 
complémentation par une trentaine de miRNAs individuels. Idéalement, notre système pourrait 
être utilisé pour cribler une banque de vecteurs d’expression de tous les miRNAs humains 
connus, ce qui permettrait éventuellement d’identifier d’autres miRNAs d’intérêt dans le soutien 
de la prolifération tumorale. Parmi les miRNAs que nous avons identifiés, miR-19a, miR-19b et 
miR-20a, 3 miRNAs du cluster oncogène miR-17-92, se sont avérés les plus efficaces dans la 
restauration de la formation des colonies. miR-19 et miR-20 appartiennent au même cluster 
mais ne possèdent pas la même séquence noyau. Il est intéressant de noter que ces miRNAs 
oncogènes ont aussi été identifiés par l’équipe de Blelloch dans le crible de complémentation de 
la prolifération des cellules ES de souris DGCR8-/- (Wang et al., 2008d) (Figure 25). Dans notre 
crible de complémentation, nous avons identifié d’autres miRNAs possédant la même séquence 
noyau que miR-20, mais plutôt spécifiques des cellules souches : miR-302b et miR-372. Des 
miRNAs de ces familles ont aussi été identifiés par l’équipe de Blelloch, les miRNAs de la famille 
miR-290 (ici miR-291, 294 et 295) chez la souris étant les homologues de la famille miR-
372/373 chez l’homme (Figure 25). Ces résultats dans deux contextes cellulaires différents sont 







  UAAGUGCUUCCAUGUUUUAGUAG    miR-302b  +  + (1) 
  UAAGUGCUUCCAUGUUUCAGUGG miR-302c  +  ND 
  UAAGUGCUUCCAUGUUUCAGUGG miR-302d  +  ND 
 
 
   AAAGUGCUGCGACAUUUGAGCGU    miR-372   ND  + (1) 
 
 
   AAAGUGCUUCCACUUUGUGUGC     miR-291a-3p  +  ND 
   AAAGUGCAUCCAUUUUGUUUGU miR-291-b-3p  +  ND 
   AAAGUGCUUCCCUUUUGUGUGU    mir-294   +  ND 
   AAAGUGCUACUACUUUUGAGUCU    mir-295   +  ND 
 
UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG   miR-20a   +  + (2) 
CAAAGUGCUCAUAGUGCAGGUAG   miR-20b   +  ND 
AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG   miR-106a  +  ND 
CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG miR-93   +  ND 
 
UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA   miR-19a   +  + (3) 
UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA  miR-19b   -  + (3) 
   GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCA     miR-33a   +  + 
 
  UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC     miR-27b   -  + (4) 
(UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC      mir-27a)   -  - 
 
  AGAGCUUAGCUGAUUGGUGAAC    miR-27b*  -  ? 
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des cinétiques de complémentation nous ont permis de mettre en évidence des différences 
fonctionnelles entre ces miRNAs de la même famille. En effet, la complémentation par miR-302b 
ou miR-372 est beaucoup moins efficace dans les cellules MCF-7 que celle obtenue par miR-20, 
et, sur le long terme, les colonies formées grâce à l’expression de miR-302b ou miR-372 
régressent tandis que celles formées grâce à l’expression de miR-20 continuent de proliférer. 
Ceci suggère que miR-20 et les miRNAs des cellules souches possèdent certaines cibles en 
commun mais que la répression d’autres cibles spécifiques à miR-20 permet de complémenter 





























Figure 25 : Comparaison de nos résultats de complémentation dans les cellules MCF-7 shDro 
avec ceux dans les cellules ES DGCR8-/-. Récapitulatif et comparaison des miRNAs identifiés dans notre 
crible de complémentation du phénotype CoGAM dans les cellules MCF-7 shDro (Peric et al., 2011) avec 
ceux identifiés par l’équipe de Robert Blelloch dans le crible de complémentation du défaut de 
prolifération des cellules ES DGCR8-/- (Wang et al., 2008d). Les régions des séquences noyau communes à 
plusieurs miRNAs sont surlignées de la même couleur, indiquant des miRNAs de la même famille. miR-27a 
(et miR-27a*), qui ne complémente pas, est représenté à titre indicatif pour comparaison avec la séquence 
miR-27b (et miR-27b*). Les nucléotides qui distinguent miR-27a de miR-27b, et miR-27a* de miR-27b* 
sont en rouge. (1)peu de clones et régression avec le temps, (2)beaucoup de clones et durable, (3)beaucoup 
de clones et régression avec le temps, (4)peu de clones mais durable. ND = non déterminé. 
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Cette différence fonctionnelle est également mise en évidence par les différences des 
complémentations obtenues avec miR-19b et miR-20a. De la même manière, des cinétiques de 
complémentation montrent que si miR-19b complémente très efficacement la formation des 
colonies dans un premier temps, celles-ci régressent sur le plus long-terme. L’identification de 
ces miRNAs nous a permis de montrer que PTEN, une de leur cible commune, était impliquée 
dans le phénotype CoGAM. Cependant, les différences observées suggèrent là encore que 
l’inhibition conjointe d’autres cibles régulées par miR-20, par exemple des facteurs pro-
apoptotiques, permet de restaurer une prolifération durable en l’absence d’autres miRNAs. 
L’équipe de Blelloch a proposé que la dé-répression de cibles inhibitrices de la transition G1-S, 
dont p21, soit responsable du ralentissement de la prolifération dans les cellules ES. Ils ont 
montré que l’expression de p21 était induite dans les cellules ES DGCR8-/- et inhibée par 
l’expression des miRNAs de la famille miR-290 et miR-302 dans ces cellules (Wang et al., 2008d). 
Toutefois, ils n’ont pas pu inhiber l’expression de p21 dans ces cellules afin de voir si cela 
permettait de complémenter le défaut de prolifération, ce qui aurait permis de confirmer 
l’implication directe de p21. Dans les cellules dépendantes du microprocesseur, nous avons 
montré que l’inhibition de p21 ne suffisait pas à restaurer la prolifération des colonies. 
 
Nous avons par ailleurs identifié 2 autres miRNAs capables de complémenter partiellement le 
phénotype CoGAM : miR-33a et miR-27b. Ces deux miRNAs ont peu été associés à la 
tumorigenèse. Notre approche permet de montrer qu’ils sont capables de soutenir 
individuellement la prolifération de cellules tumorales, indiquant un rôle potentiellement 
oncogénique de ces miRNAs. Une étude a montré que la surexpression de miR-33a avec 
l’oncogène RasV12 permettrait de transformer des MEFs, grâce à la répression de p53 par  
miR-33a (Herrera-Merchan et al., 2010). Les auteurs ont identifié 2 sites potentiels de réponse à 
miR-33a, sans séquence noyau, dans le 3’UTR de p53. Cette étude met donc en évidence un rôle 
oncogène de miR-33, alors qu’une autre étude a proposé que miR-33 agisse plutôt comme un 
suppresseur de tumeur en ciblant le proto-oncogène Pim-1 dans certaines lignées tumorales 
(Thomas et al., 2011). Si le rôle de miR-33 dans les tumeurs n’est donc pas très clair, nous 
pouvons cependant tirer plusieurs remarques de nos résultats. D’abord, miR-33 fait aussi partie 
des miRNAs capables de complémenter le défaut de prolifération des cellules ES DGCR8-/-, ce qui 
confirme que ce miRNA favorise la prolifération dans différents contextes cellulaires. Ensuite, 
dans la séquence 5’ de miR-33, nous avons noté 5 nucléotides en commun avec la séquence 
noyau de miR-19 (Figure 25), ce qui suggère que miR-33 puisse complémenter partiellement la 
formation des colonies grâce à la répression de cibles communes avec miR-19. Enfin, malgré 
l’étude indiquant que p53 serait une cible de miR-33, l’inhibition de p53 dans les cellules MCF-7 
n’a pas permis de complémenter la prolifération des cellules inhibées pour Drosha. La 
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complémentation partielle par miR-33 passe donc vraisemblablement par l’inhibition d’autres 
cibles. 
 
miR-27b a été associé à des signatures de mauvais pronostic et aux tumeurs plus invasives dans 
les cancers du sein (Buffa et al., 2011) (voir Tableau 1 dans l’introduction). Une autre étude a 
montré que miR-27b était surexprimé dans des échantillons de tumeurs du sein par rapport au 
tissu normal, et a montré que la surexpression de miR-27b dans les cellules ZR-75-1 favorisait la 
prolifération, l’invasion et la migration, et que son inhibition dans une lignée métastatique avait 
les effets inverses (Wang et al., 2009). miR-27a est également exprimé dans les lignées de cancer 
du sein et il a été décrit comme favorisant la prolifération des cellules MDA-MB-231 (Mertens-
Talcott et al., 2007). miR-27a et miR-27b ne différent que par un nucléotide hors de la séquence 
noyau (Figure 25). Pourtant, miR-27a ne permet pas de restaurer la formation des colonies dans 
notre crible, tandis que miR-27b est capable de complémenter, partiellement mais durablement, 
la formation des colonies. Cette différence semble peu attribuable au seul nucléotide hors de la 
séquence noyau qui différencie miR-27a de miR-27b. Plusieurs hypothèses permettraient 
d’expliquer la différence obtenue entre miR-27a et miR-27b. Tout d’abord, notons que dans 
notre approche de complémentation, les miRNAs sont exprimés à partir des séquences 
naturelles des pre-miRNAs qui permettent de produire également les miRNA*. Si les brins 
miRNA* ou passagers ont longtemps été considérés comme éliminés et non fonctionnels, 
différentes études montrent aujourd’hui que les ratios miRNA /miRNA* varient 
considérablement (entre 1 et plus de 100) en fonction du pre-miRNA et en fonction du tissu ou 
du type cellulaire considéré (Ro et al., 2007; Biasiolo et al., 2011; Kuchenbauer et al., 2011). Les 
brins miRNA* sont donc dans certains cas exprimés de manière non négligeable et il a été 
montré qu’ils permettaient également de réprimer l’expression de cibles (Ro et al., 2007; 
Okamura et al., 2008; Yang et al., 2011). Dans le crible de complémentation de l’équipe de 
Blelloch, des duplexes de miRNAs, optimisés pour intégrer préférentiellement le brin mature 
dans le complexe RISC, ont été utilisé (www.dharmacon.com). Ceci suggère que les 
complémentations que nous avons obtenues par plusieurs miRNAs trouvés en commun avec 
cette étude et qui de plus, partagent la même séquence noyau, passe vraisemblablement par le 
brin mature. Dans le cas de miR-27b en revanche, il est possible que le brin miR-27b*, qui diffère 
de miR-27a* de plusieurs nucléotides dont un dans la séquence noyau (Figure 25), intervienne 
dans la complémentation. Il serait intéressant de tester différentes combinaisons de 
miRNA/miRNA* en modifiant les séquences naturelles des pre-miR-27a et pre-miR-27b dans 
nos vecteurs d’expression, afin de voir si miR-27b* est effectivement nécessaire à la 
complémentation. On pourrait également regarder si miR-27b* seul suffit à complémenter ou s’il 
est possible que le brin mature et le brin passager coopèrent dans la complémentation du 
  183
phénotype CoGAM. Une expression et une action coordonnée de miR-9 et miR-9* a par exemple 
été démontrée dans les cellules souches cancéreuses de glioblastome (Schraivogel et al., 2011). 
Une autre possibilité est que, grâce à un mécanisme de régulation spécifique de pre-miR-27a, 
celui-ci ne s’exprime pas dans les cellules MCF-7. En effet, nous avons contrôlé l’expression de 
tous nos vecteurs d’expression de pre-miRNAs par une méthode standardisée que nous avons 
mis au point dans les cellules HeLa. Nous savons donc que le vecteur d’expression de pre-miR-
27a est fonctionnel. Cependant, il est possible qu’une séquence, présente par exemple dans la 
boucle de pre-miR-27a, permette de réguler spécifiquement sa maturation ou sa dégradation 
dans le contexte cellulaire des MCF-7. Il conviendrait donc de vérifier que miR-27a s’exprime 
dans les MCF-7. Dans le cas contraire, il serait intéressant de déterminer par quel élément dans 
la séquence et par quel mécanisme miR-27a ne s’exprime pas. Nous disposons d’un système 
nous permettant de tester facilement ces différentes hypothèses en modifiant les séquences des 
pre-miRNAs naturels et en testant lesquels sont capables de faire pousser des colonies MCF-7 
shDro. Cela pourrait permettre de mettre en évidence un rôle fonctionnel majeur d’un miRNA* 
ou bien un mécanisme de régulation spécifique d’un pre-miRNA, expliquant une telle différence 




La dépendance de tumeurs à un oncomiR a été montrée par Medina et al. à l’aide d’un modèle de 
tumeurs induites par la surexpression de miR-21 (Medina et al., 2010). L’intérêt de notre 
approche est qu’elle permet de montrer que certaines cellules tumorales dépendent de miRNAs 
endogènes, sans avoir à passer par un modèle de surexpression d’une version exogène d’un 
oncomiR. Pour aller plus loin, il serait intéressant de démontrer cette dépendance à la voie 
miRNA in vivo dans un modèle tumoral non induit par un miRNA, ou dans un modèle de 
développement spontané de tumeurs. La recherche actuelle en cancérologie vise à développer 
de plus en plus des thérapies ciblées, spécifiques de chaque type tumoral, de manière à ce 
qu’elles soient plus efficaces et présentent moins d’effets secondaires que les chimiothérapies 
classiques. Dans ce contexte, l’identification de cellules tumorales dépendantes du 
microprocesseur ouvre des pistes quant à sa considération comme une cible thérapeutique 
potentielle dans certaines tumeurs.  Par ailleurs, nos résultats montrent que certaines cellules 
cancéreuses dépendent de miRNAs oncogéniques. Notre approche de complémentation 
fonctionnelle par des miRNAs individuels a permis d’identifier ou de confirmer des miRNAs avec 
un potentiel oncogénique car ils soutiennent individuellement la prolifération tumorale. 
L’identification future de miRNAs endogènes essentiels dans certaines tumeurs ouvrirait 
également les portes vers de nouvelles approches thérapeutiques ciblant spécifiquement des 
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miRNAs.  Le fait de cibler des miRNAs dans les cancers présente l’intérêt majeur qu’ils régulent 
plusieurs cibles intervenant dans le phénotype tumoral (cycle cellulaire, apoptose etc.). Ceci est 
confirmé par les différences fonctionnelles obtenues par différents miRNAs dans notre crible de 
complémentation. Nous avons identifié PTEN comme une cible suppresseur de tumeur 
partiellement impliquée dans la dépendance au microprocesseur, mais les différences de 
complémentations obtenues avec plusieurs miRNAs, comme miR-19 et miR-20, suggèrent que 
d’autres cibles sont impliquées dans le phénotype CoGAM. Par ailleurs, le fait que les miRNAs 
régulent de nombreuses cibles, et que les profils d’expression des miRNAs soient très 
spécifiques de chaque type tumoral, suggère que le réseau tumoral dans la cellule soit 
coordonné par quelques miRNAs. Le concept des ceRNAs démontré entre autres avec PTEN 
ajoute de la complexité au réseau transcriptionnel coordonné par l’expression des miRNAs. Si on 
imagine donc que quelques miRNAs oncogènes soient au cœur du réseau tumoral de la cellule, 
leur inhibition pourrait constituer une stratégie qui aurait un impact beaucoup plus important 
que de cibler une protéine oncogène. Les thérapies ciblant des miRNAs ne sont à l’heure actuelle 
qu’une perspective. Si l’inhibition de miRNAs in vivo par différents types d’anti-miRs a déjà été 
démontrée chez la souris et certains primates, elle l’a été essentiellement pour le miRNA 
spécifique du foie, miR-122 (Krutzfeldt et al., 2005; Elmen et al., 2008a; Elmen et al., 2008b). Ce 
type de démonstration de l’inhibition de miRNAs oncogènes in vivo n’a pas encore été faite dans 
des modèles tumoraux, ni sur des miRNAs redondants appartenant à la même famille. Une autre 
option encore peu explorée pour inhiber des miRNAs cibles en thérapeutique est celle de 
l’utilisation de molécules chimiques qui inhiberaient spécifiquement certains miRNAs. 
Gumireddy et al. ont apporté la preuve du concept en mettant au point une méthode de criblage 
pour identifier des petites molécules inhibitrices de miR-21 (Gumireddy et al., 2008). Un 
premier criblage de plus de 1000 composés leur a permis d’identifier une molécule inhibant 
spécifiquement la transcription de miR-21. L’intérêt de l’utilisation de tels composés est qu’il 
existe souvent déjà des études de toxicité et de biodistribution de ces molécules, réduisant le 
chemin vers l’application clinique. 
 
Compte-tenu de la découverte relativement récente de l’existence des miRNAs, le champ de 
compréhension de leurs modes d’action, de leurs rôles physiologiques exacts, ou encore des 
cibles qu’ils régulent est encore en plein progrès. En parallèle, progressent également nos 
connaissances sur leurs implications dans différentes pathologies, dont le cancer, et le 
développement d’outils techniques pertinents pour leur étude, voire leur ciblage thérapeutique. 
Nous espérons que ce travail aura contribué, en apportant une petite pièce au puzzle, à la 
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